(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACI6N 

EN MATERIA DE PATENTES (PCT) 



(19) Organizacidn Muadial de la Propiedad 
lotelectual 
Oficina intemacional 

(43) Fecha de publicacidn internacional 
3 de Enero de 2003 (03.01*2003) 




(10) Numero de PubUcaci^n Internacional 

PCT WO 03/001176 A2 



(51) ClasificacMo Internacional de Patentes^: GOIN 

(21) NAmerode la soUcitud internacional: FCT/BS02/00308 

(22) Fecha de presentacidn internacional: 

24 de Jonio de 2002 (24.06.2002) 



(25) Idioma de presentocitfn; 

(26) Idioma de pnbiicaciAn: 



espafiol 
espaftol 



(30) Dates relatfvos a la priorldad: 

P 0101476 26 deJuniode 2001 (26.06.2001) BS 

(71) SoUeltante (pw*a todos los Estadcs designados saho 
US)i UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE €OM- 
POSTELA [BS/BS]; CTIT - Bdificio CACTUS, Campus 
Sar, B- 15782 Santiago de Compostda (ES). 

(72) lnventores;e 

(7^ Inventores/Solicltantes (para US solamenteji ZAPATA 



BABIO, Jos6 Carlos [ES/ES]; Universidade de Santiago 
de Compostela, Depto de Xenetica, Facultade de Bioloxia, 
E-15782 Santiago de Compostela (ES). RODRIGUEZ 
LOPEZ, Santiago [ES/ES]; Universidade de Santiago de 
Compostela, Depto de Xenetica, Facnltade de Bioloxia, 
E-15782 Santiago de Compostela (BS). 

(81) Estados designados (nacional)i AU, CA, US, ZA. 

(84) Estados designados (regional)*, patente euroasi^ca (AM, 
AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), patente emopea (AT, 
BE. CH, CY. DE, DK, ES, FI, PR, GB, GR, IE. IT, LU, MC, 
NL, PT, SE. TR). 

Publlcada: 

— sin irforme de bvsqueda intermcional, serdpubiicada nue- 
vamente cuoftdo se reciba dicho ittforme 

Para cddigos de dos letrasy ofras abreviahfras, v4a$e la seccidn 
'^Guidance Notes on Codes and Abbreviations" que aparece al 
pfincipio de cada nUmero regular de la Gaceta del PCT, 



(54) Title: GEDAP METHOD (GENOTYPING BASED ON DIAGNOSTIC AMPLIFICATION PRODUCTS) FOR DETECITNG 
AND/OR PREVENTING GENOTYPING ERRORS FROM AMPLIFICATION PRODUCTS OF A POLYMORPfflC LOCUS 

(54) Tftulo: MBTODO GEDAP (GENOTYPING BASED ON DIAGNOSTIC AMPLIFICATION PRODUCTS) PARA DETEC- 
TAR Y/O PREVENIR ERRORES DE GENOTIPADO A PARTTR DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DE UN LOCUS 
POUMORFICO 



^ (57) Abstract: The invention relates to a GEDAP method (Genotyping Based on Diagnostic Amplification Products) for detecting 
jN,^ and/or preventing genotyping enrors from^ amplification products of a polymorphic locus. The method is based on the joint analysis 
^ of homoduplexes and additional diagnostic products (PAD) generated from the amplification of the alleles of a polymorphic locus. 

The method is highly effective in detecting and/or preventing genotyping errors due to total or partial non-amplification occurring 
O during tiie amplification process, including polymerase chain reaction (PGR). 

2 (57) Resumen: Metodo GEDAP (Genotyping Based on Diagnostic Amplification Products) paza detectar y/o prcvenir errores de 
genotipado a partir de los pioductos de amplificacidn de un locus polim6rfico. El metodo sc baaa en el ancilisis conjunto de homo- 

O duplexes y Ptoductos 5 Adicionales con valor Diagn6stico (PAD) generados a partir de la amplificaci<5n de los alelos de un locus 
polim6rfico. El metodo es altamente efectivo para detectar y/o ptevenir errores de genotipado debidos a no-amplificadones totales 

^ o pardales producidas durante el proceso de amplificacidn, incluida la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PGR). 
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TfTULO 

M6todo GEDAP (Genotyping Based on Diagnostic Amplification Products) para detectar 
y/o prevenir errores de genotipado a partir de los productos de amplificaci6n de un locus 
polita6rfico, 

5 DESCRIPCI6N 

Un m^todo para genotipar loci polim6rfico$ por medio del an&lisia de los productos 
generados a partir de la amplificaci6n de los alelos contenidos en muestras diploides o 
poliploides. Mis especificamente, se refiere a un metodo para detectar y/o prevenir 
errores de genotipado originados por no-amplificaciones totales o paiciales de los alelos, 

10 producidas durante el proceso de an^lificBci6n. TambiSn se refiere a las aplicaciones 
gen^ticas y a los sistemas que pueden utilizar de forma efectiva esa infonnaci6n 
genotlpica» tales como la diagnosis de enfermedades, la diagnosis gen^tica 
preimplantacional, los tests de patemidad, los analisis forenses, la terapia g^nica, el 
transplante de tejidos y drgsmos, la fiumacogenStica, la gen^tica de poblaciones, el 

1 S mapado gen6mico y la graetica ^idemiol6gica. 

El genotipado es el punto de partida imprescindible para Ucvar a cabo la mayor 
parte de los estudios gen^ticos, tanto en su vertiente bisica como en su vertiente aplicada 
y ha contribuido decisivamente al gran desarroUo de la Genetica y de sus aplicaciones. El 
genotipado de loci polim6rficos de DNA se ha visto facilitado en los ultimos anos por dos 

20 avances fundamentales: la invenci6n de la tecnica de la Reacci6n en Cadena de la 
Polimerasa ("Polymerase Chain Reaction*', PGR) (SaiW et aL, 1985; MuUis et aL, 1986) y 
el descubrimiento de gran cantidad de secuencias polim6rfica8 de DNA a lo largo de los 
genomas (fiindamentalmente marcadores de DNA con repeticiones en tindem de uno o 
m&s nucle6tidos) (Dib et al., 1996; T6th et aL, 2000). Ambos avances han contribuido 

25 decisivamente, entre otros aspectos, al ccmocimiento de la estructura y fimcidn de los 
genomas de los seres vivos y al desarrollo de la gen6tica de poblaciones, de la genetica 
epidemiol6gica, del mapado gendmico, de la terapia g^nica, de la diagnosis de 
enfermedades, de la diagnosis genetica preimplantacional, de los analisis foienses, del 
transplante de tejidos y 6rganos» de la farmacogengtica, de los tests de patemidad, etc* 

30 Los m^todos convencionales utilizados para genotipar loci polimorficos de DNA 

se basan en la siguiente estrategia: (a) amplificar los alelos del locus presentes en una 
muestra (generalmente por medio de la PGR); (b) identificar los alelos amplificados 
(generalmente por medio de electroforesis); y (c) determinar el genotipo de la muestra a 
partir de los alelos amplificados. 
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Esta estrategia de genotipado deberfa garantizar que el genotipo determinado a 
partir de los productos de amplificact6n es en efecto el genotipo real de la muestra. En la 
pr6ctica, sin embargOi los m6todos convencionales de genotipado Uevan asociado un 
porcentaje de error, variable segun las condiciones experimentales utilizadas. 
5 Los errores de genotipado tienen repercusiones muy negativas en los an&lisis 

gen6ticos y en las aplicaciones derivadas de los an&lisis gen^ticos. Obviamente, los 
carores de genotipado puedm tenet rq)ercusiones especialmente graves cuando provocan 
la identificacidn err6nea de individuos humanos, ya sea en an&lisis ciiminalfsticos^ en 
an&lisis de patemidad, etc. Asimismo, los encores de genotipado pueden provocar 

10 diagnosis mddicas incorrectas especiabnente pemiciosas en el caso de la diagnosis de 
enfermedades, la diagnosis preimplantacional, el transplante de tejidos y i6tganos, etc. For 
otra parte, es conocido que los errores de genotipado condicionan n^tivamente la 
exactitud de los an&lisis gen£ticos» provocando series inconvenientes tales como pSnlida 
de potencia en estudios de mapado gen6mico, distorsi6n significativa de las distancias de 

IS mapa, infraestimaci6n de la fiierza de las correlaciones entre loci marcadores y rasgos de 
enfermedades y falsa exclusion de la verdadera localizacidn de un gen que predispone a 
padecer una enfermedad (Buetow, 1991; Goldstein et al.^ 1997; Gdring y Terwilliger, 
2000). El efecto negative de los errores de genotipado puede ser adn mayor m los analisis 
de desequilibrio gam6tLC0 (Zi^ata et 2001a; Zapata et at., 2001b)« ya que un ihiico 

20 error de g^otipado puede destniir la evidmcia de meiosis no recombinantes producidas a 
lo largo de la historia de una poblaci6n (TerwiUiger et aL, 1997; de La Chapelle y Wright, 
1998; Gdring et al.^ 1997; Gttring y TerwiUiger, 2000; Akey et aL, 2001). 

Una fuente importante de enores de genotipado es la existencia de &llos durante 
la amplificacidn que provocan la ausencia total o parcial del producto de ampliftcaci6n de 

25 al menos uno de los alelos originalmente presentes en la muestra. La ausencia parcial del 
producto de amplificacidn de un alelo, o no-amplificaci6n parcial, tambito es conocida 
corao amplificacidn preferencial (Walsh et cd., 1992). La ausencia total del producto de 
amplificacidn de un alelo, o no*amplificaci6n total, tambi^n es conocida como "allele 
dropout" (Findlay et aL, 1995; Gagneux et a/., 1997) y alelos nulos (Pemberton et al.^ 

30 1995). 

La ocurrencia de este tipo de &llo5 a lo largo del proceso de amplificacidn ti»e 
importantes consecuencias. En el caso de muestras diploides heterocigdticas, las no- 
amplificaciones totales y algunas no-amplificaciones parciales provocan el genotipado 
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errdneo de esas muestras como homocig6ticas (Demers et aL, 1995; Findlay et al.^ 1995; 
Pcmberton et aL, 1995; Fishback etaL, 1999; Anderson et aL, 2000). 

Dada la rqieicusi6n que tienen los eirores de genotipado m los an&lisis genSticos 
y en las aplicaciones gen^ticas^ se esti hacieado un esfueizo considerable para: 
5 L- Conocer las causas de las no-amplificaciones totales y parciales. 

2.- Intentar detectar y/o prevenir los errores de genotipado debidos a no- 
amplificaciones totales y paiciales. 

Causas de las no-amplificaciones totales y parciales 

10 Estudios recientes estfin peimitiendo conooer las causas que piovocan la 

ocurrencia de las no-amplificaciones totales y parciales. Divmos lEactoies pueden 
originar la no-amplificacibn parcial de un alelo en muestras diploides tales oomo: (a) 
difinencias significativas en el contenido GC de los alelos de una muestra heterocigdtica 
(estas diferencias pucden conducir a la desnaturalizaci6n de 861o uno de los dos alelos, 

15 fen6meno conocido como desnaturalizacidn diferencial) (Walsh et aL^ 1992); (b) 
diferencias en el tamafio de los dos alelos que conducen a la amplificaci6n preferencial 
del alelo de menor tamafio (esta amplificaci6n preferencial estA probablemente favorecida 
cuando la concentraci6n de la Tag polimerasa es limitante) (Walsh et aU 1992); (c) 
fluctuaciones estoc&sticas en el mimero de copias de cada alelo (Walsh et al.^ 1992); (d) 

20 hibiidaciones incompletas entre los primers y uno de los alelos (se pueden originar como 
consecuencia de la existencia de mutaciones en la regi6n de primado) (Walsh et aL, 
1992); (e) dafios en el DNA molde (debidos a inadiacidn con luz uttravioleta o a la 
adicion de sales monovalentes tales como cioruio s6dico, acetato s6dico o acetato 
am6nico) (Mutter y Boynton» 1995); (f) baja estringencia en el primado entre los primers 

25 y el DNA molde (se puede originar como consecuencia de la amplificacidn simult&nea de 
una muestra y un control intemo para estimar el tamafio de los alelos amplificados» o 
como consecuencia de la amplificaci6n simultanea de mis de una secuencia polim6rfica) 
(Weissensteiner y Lanchbury, 1996). 

Diversos estudios sugieren que la no-amplificaci6n total puede ser el resultado de 

30 una no-amplificacion parcial extrema (Findlay et aL^ 1995; Ronai et al., 2000). For tanto, 
los mecanismos que provocan la existencia de no-amplificaci6n parcial tambi6n pueden 
provocar no-ampIificaci6n total. For otra parte, otras evidencias indican que la no- 
amplificacidn total se produce con una firecuencia especialmente elevada si la muestra 
posee una cantidad muy reducida de la secuencia que se pretende genotipar (Gagneux et 
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a/., 1997; Lissens y Sermon, 1997). Esta situaci6n se cumple cuando se genotipa un locus 
a partir de una unica cilula (per ejemplo, en el caso de la diagnosis gen£tica 
preimplantacional), o a partir de restos biologicos degradados o con poco DNA (por 
ejemplo, en diversos anilisis forenses). En esos cases, la no-amplificaci6n total se ve 

S favorecida por factores tales como (a) el mosaicismo cronios6niico» y tn&s 
especfficamente, la presencia de cilulas haploides en un embiidn diploide (Harper et a/., 
1995); (b) el m6todo utilizado para lisar la c61ula antes de la PCR (Lissens y Sermon, 
1997« y lefeiencias citadas en el mismo); (c) la tempeiatuia utilizada durante el primer 
dclo de desnaturalizaci6n de la PCR (Ray y Handyside, 1996); (d) las lotunis en el DNA 

10 producidas por endonucleasas end6genas (Lissens y Sermon, 1997); (e) el uso de 
condiciones de PCR sub6ptimas (Handyside y Delhanty» 1997); y (f) la degradaci6n 
ripida del DNA molde durante el proceso de termociclacidn (Handyside y Delhanty, 
1997). 



IS 2.- Detecci6n y/o prevencidn de errores de genot^ado debidos a no- 

amplificaciones totales y paiciales 
Se han propuesto diversas mejoras de los m^todos convenctonales de genotipado 
para detectar y/o prevenir los errores de genotipado debidos a no-amplificaciones totales 
y parciales. B&sicamente se puedm agrupar en dos tipos: (2.1) m^todos directos y (2 J) 
20 m^todos indirectos. 



2. 1.- Metodos directos 

Los mitodos directos se basan en (a) mejora de las condiciones de amplificaci6n 
para prevenir la ocutrencia de no-amplificaciones totales o parciales y (b) mejora del 
25 sistema de detecci6n de los alelos amplificados. 



(a) Mejora de las condiciones de aniplificaci6n 

Entre las optimizaciones de las condiciones de amplificaciAn sugeridas para 
intentar prevenir la ocurrencia de no-amplificaciones parciales se encuentran: (a) no 
30 utilizar una concentracion de DNA molde superior a 200 ng ni un ticmpo de extensi6n en 
cada ciclo superior a 2 minutos (Deka et al.^ 1992); (b) sustituir el dGTP por 7-deaza-2*- 
dGTP (Mutter y Boynton, 1995) o por 2*-desoxiinosina-5**trifosfato (dlTP) (Ronai ei al., 
2000); (c) utilizar PNA C'Peptide Nucleic Acid*") a lo largo del proceso de amplificaci6n 
(Demers et aL^ 1995); (d) utilizar cosolutos desestabilizantes de DNAs de doble cadena 
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tales como la betaLna y el glicerol (Weissensteiner y Laiichbury» 1996); (e) incrementar la 
concentracidn de KCl (Fishback et al, 1999). 

Entre las optimizaciones de las condiciones de amplificaci6n sugeridas para 
intentar prevenir la ocurrencia de no-amplificaciones totales se encuentran: (a) 
5 incrementar la temperatura de desnaturalizacidn (Lissens y Sermon^ 1997); (b) realizar 
^Nvhcle-genome amplification" por medio de "primer extension pre-amplification" (PEP) 
seguida por 'tested PGR'* (Handyside y Delhanty, 1997); (c) aproximaciones pani 
incrementar la cantidad de DNA inolde» tales como realizar la biopsia de m& de una 
c£Iula del embri6n (Harper et al.^ 1996), incrementar el niunero de c6Iulas fetales a partir 
10 del fluidos matcmos (Garvin et aL, 1 998), etc. 

(b) Mejora del sistema de detecci6n de los alelos amplificados 
Paralelamente, se ban propuesto mejoras en el sistema de deteccidn de los alelos 
amplificados con objeto de intentar detectar errores de genotipado debidos a no- 

15 ampUficaciones totales o parciales. Por ejemplo, Findlay et al, (199S) ban demostrado 
que la PGR fluorescente permite reducir la tasa de eirores de genotipado debidos a no- 
amplificaciones totales. Esto se debe a que la PGR fluorescmte^ mucho m&s sensible que 
la PGR convendonal, pemiite detectar muestras clasificadas por la PGR convencional 
como muestras homocig6ticas que son en realidad muestras heterocigdticas con no- 

20 amplificaci6n parcial extrema. 

En este sentido, se ha asumido que el m6todo definitivo para el genotipado de alta 
resolucidn es la deteccidn de polimorfismos a travis de la secuenciaci6n autom&tica 
fluorescente por medio del uso de secuenciadores autooiiticos basados en la 
electroforesis capilar tales como el ABI PRISM 310 o el ABI PRISM 3100 (Applied 

25 BiosystemSy 2001). Este m^todo podrfa detectar potenciales errores de genotipado 
debidos a no-amplificaciones parciales. Sin embargo, el problema de genotipado asociado 
con la na-amplificaci6n total no se resuelve incluso cuando se usan secuenciadores 
autom&ticos tales como el ABI PRISM 310 (Garvin et al., 1998). De hecho, estudios 
recientes seflalanm que los errores de genotipado son inevitables (Douglas et al., 2000; 

30 Goring y Terwilliger, 2000) y que son muy dificiles o imposibles de detectar cuando no 
se dispone de informacidn mendeliana (Weeks et al., 2000). 

Consecuentemente, tanto las mejoras en las condiciones de amplificaci6n como en 
el sistema de detecci6n propuestas» no permiten prevenir completamente la ocurrencia de 
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no-amplificaciones totales o parciales ni detectar la totalidad de errores de gmotipado 
debidos a estos fallos en la PCR. 

2, 2.<- M&odos indirectos 
S Una altemativa para poder detectar errores de genotipado debidos a no- 

amplificaciones totales o parciales es reciirrir a m6todos indirectos. Entre estos mitodos 
se encuentran (a) repetir la leaccidn un niimero de veces tal que p^mita descartar un 
posible error de genotipado, y (b) el an&lisis mendeliano. 

1 0 (a) Repetici6n de la amplificaci6n 

Se ha Sttg^do que la realizaci6n de tres replicas en el anttlsis gen^tico de una 
muestra (es decir^ repetir tres veces la amplificacidn a partir de la muestia y la detecci6n 
de los alelos amplificados) deberia detectar un 95% de los errores de gmodpado debidos 
a no-amplificaciones totales o parciales (Gagneux et al., 1997). Asimismo, Taberlet et at. 

IS (1996) han propuesto que este porcentaje se inciementa hasta un 99% cuando se realizan 
siete r6plicas» aunque existe discusidn en este sentido (Weissensteiner, 1997; Taberlet, 
1997). 

Sin embargo, esta estrategia presenta dos limitaciones fimdamentales. En primer 
lugar, no permite identificar a priori las muestras que han podido sufiir no-aniplificaci6n 

20 total o parciaL Esto obligaria a lealizar r£plicas de todas las muestras que son 
aparentemente homocig6ticas» dado que los m£todos convencionales de genotipado no 
permiten diftrenciar entre muestras homocig6ticas y muestras heterocig6ticas con no- 
amplificaci6n total* Obviamente, ^ta aproximaci6n es dificiknente abordable en estudios 
que requieren el genotipado de un amplio tamafio muestral (por ejemplo, en el caso de los 

25 ^genome scans" y en el caso de un gran niimero de estudios poblacionales y estudios 
epidemiol6gicos). En segundo lugar, la posible aplicacidn de esta estrategia se ve 
seriamente limitada por la disponibilidad de DNA, ya que, en ocasiones, la cantidad de 
DNA disponible es muy reducida (por ejemplo, en estudios de gen6tica 
IHeimplantacional, en estudios fbrenses en los que las muestras cstin degradadas, cuando 

30 se parte de muestras con poco DNA, tales como pelos, etc.)* 



(b) Anfilisis mendeliano 

Otro mitodo indirecto que permite detectar un amplio espectro de errores de 
genotipado es el anfilisis mendeliano (Ewen et aL, 2000). Sin embargo, no siempre es 
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posible recurrir a este procedimietito, ya que en ocasiones se caiece de muestias 
relacionadas biol6gLcamente con la muestra objeto de estudio. Adem&s, se ha descrito que 
el an^isis mendeliano no siempre permite detectar errores de genotipado. Esta situacidn 
se cumple especialmente cuando los nucleos familiares estudiados son pequefios (Weeks 
5 et aL, 2000). 

For todo lo expuesto, resulta evidente que los m^todos convencionales, basados en 
el genotipado a partir de los alelos amplificados, no son efictentes para detectar y/o 
prevenir errores de genotipado debidos a am^ilificaciones totales o parciales. 
Notablemente, estos errores de genotipado se siguea produciendo incluso tras la 
10 aplicaci6n de mejoras derivadas del uso de m^todos diiectos e indirectos para detecteilos 
y/o prevenirlos especificamente. For lo tanto, existe una clara necesidad de un nuevo 
mdtodo de genotipado que permita detectar y prevenir de forma efectiva los errores 
ocasionados por no-amplificaciones totales o parciales. 

1 S Recientemente, se ha descrito que ci^os productos generados por la FCR durante 

la anq>lificaci6n de los alelos (concretamente heteroduplexes) pueden ser utilizados como 
una fuente de infonnaci6n adicional en la idratificaci6n de muestras heterocigdticas 
(Wilkin et al., 1993; Neilan et al, 1994; Ardren et ah, 1999) y en la detecci6n de 
homqplasia (Szibor et aL^ 1996; Haddad et al.^ 1997; AidiGn et al., 1999)* Sin embargo, 

20 estos trabajos no han considerado que los productos adicionales a los alelos amplifica^ 
pueden ser Utiles en la detecci6n y/o prevencidn de errores de genotipado pioducidos por 
no-an^lificaciones totales o parciales* 

En la presente invencion, pioponemos un m6todo de genotipado, denominado 
Genotyping Based on Diagnostic Amplification Products (GEDAPX que peimite detectar 

25 y/o prevenir de &rma efectiva errores de genotipado debidos a no-amplificaciones totales 
o parciales. El m£todo es r^roducible, muy fiable y preciso. Se basa en una estrategia de 
genotipado distinta a la empleada por los mdtodos convencionales. El m6todo GEDAP 
consiste en promover la formacidn de homodtiplexes de los alelos amplificados y de otros 
Froductos Adicionales con valor Diagn6stico (PAD) y analizarlos conjuntamente para 

30 determinar el genotipo de un locus polim6rfico a partir de una muestra diploide o 
poliploide. En concreto, promueve la formacion de PAD especificos de genotipo y PAD 
especlficos de alelo. El antiisis combmado de estos dos tipos de PAD y de los 
homodiiplexes de los alelos amplificados, es utilizado por el m6todo GEDAP para poner 
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en evidencia si se ha producido, o no, no-amplificacidn total o parcial de al menos un 
alelo durante el proceso de amplificaci6n del locus polimdrfico de interns. 

Asi, en un aspecto, GEDAP permite detectar errores de genottpado dd^idos a no- 
acnplificaciones totales o parciales, en base a la deteoci6n de combinaciones an6nialas de 
S homodtiplexes y PAD. En otro aspecto, tambi^n permite prevenir errores de genotipado 
debidos a no«ampliiicaciones totales o parciales, en base a la detecci6n de combinaciones 
esperadas de homoduplexes y PAD especificas de cada genotipo. 

El mStodo GEDAP solventa en gran medida las limitaciones de los mStodos 
convencionales. Asi, permite identificar con gran precisi6n los pioductos de 

10 amplificacidn que ban sufiido no-ampHficaci6n total o parcial, por lo que el numero de 
replicas necesario para detectar los enrores de genotipado asodados con esos fallos se 
reduce considerablemente. Por otra parte, el m£todo GEDAP propoiciona un control 
intemo de la calidad de la anq>lificaci6n, por lo que no es necesario lecurrir a m^odos 
indirectos para detectar y/o prevenir etrores de genotipado. Ademiis, puede ser 

IS automatizado parcial o totalmente, por lo que puede ser utilizado para optimizar el 
genotipado a gran escala ("liigh throughput genotyping'*)- 

EI mStodo GEDAP es aplicable a todos los organismos diploides o poliploides, 
tales como organismos animales y organismos vegetates. Asimismo, es igualmente 
aplicable para determinar el genotipo de organismos transg^nicos y de organismos 

20 clonados. En la pr&ctica, su uso ser& mis extendido en organismos con aplicaci<mes Utiles 
o comercialmente beneficiosas, tales como el hombre y los organismos de intcr^ para el 
hombre. 

A tftulo ihistrativo, se demuestra que el mStodo GEDAP permite detectar y/o 
prevenir de forma efectiva errores de gmotipado debidos a no-amplificaciones totales o 

2S parciales producidas durante la amp1ificaci6n de microsatSIites de naturaleza 
dinucleotidica. Por lo tanto, es dtil en las aplicaciones derivadas del uso de estos 
marcadores de DNA. En la industria biotecnoI6gica es de aplicaci6n, por ejemplo, en la 
diagnosis de enfermedades, la diagnosis genfitica preimplantacional, la terapia g^nica, el 
tiansplante de tejidos y drganos, la farmacogen6tica, los tests de patemidad, los andlisis 

30 forenses y la elaboraci6n o el perfeccionamiento de programas informiticos para el 
genotipado. En ciencia b&sica es de aplicacion, por ejemplo, en genStica de pobiaciones y 
en el mapado gendmico. 

Estos y otros objetivos, caracteristicas y ventajas del nuevo m^todo de genotipado 
GEDAP ser&n comprendidos en mayor profimdidad por una persona con conocimientos 
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bisicos en el campo tras la lectura de la siguiente descripcidn detallada, iiustrada con las 
figuras que se adjimtan a continuaci6n. 

Descripci6n de las figuras: 
S La figura 1 muestra un esquema del genotipado de un locus polim6rfico (A) con 

dos alelos distintos (Ax, Ay) a partir de muestras diploides. 

La figura 2 muestra un esquema de la base de los m^todos canvencionales de 
genotipado. 

La figura 3 muestra un esquema de la base del m^todo GBD AP. 
10 La figura 4 ilustra esquematicamente eriores de graotipado debidos a no- 

amplificaciones totales y parciales que no se pueden detectar ni prevenir mediante los 

mStodos convencionales de genotipado. 

La figura S ilustra esquemdticamente la deteccidn y prevmcidn de errores de 

gmotipado debidos a no-amplificaciones totales y parciales mediante el m^todo GEDAP. 
IS La figura 6 muestra la resolucidn y la precision del sistema eIectroforMco» en base 

a los valores de R(f) de los alelos de seis microsat£lites de naturaleza dinucleotfdica* 

La figura 7 corresponde a dos geles que ilustran c6mo las condiciones 

electroforSticas no desnaturalizantes favorecen la presencia de PAD, en conq>araci6n con 

las condiciones electrofor6ticas desnaturalizantes. 
20 La figura 8 ilustra esquem&ticamente las bandas correspondientes a los 

homodiiplexes (*%omodiiplex bands'Oi a los PAD-AL C^diagnostic shadow bands'' y 

^•stutter bands"), a los PAD-HOM Ofaint bands'") y a los PAD-HET CTieteiwluplex 

bands")' 

La figura 9 ilustra esquemiticamente la detecci6n de errores de genotipado 
25 mediante el m^todo GEDAP, a trav^s de la identificaci6n de patrones de bandas andmalos 
(B y C), en comparacidn con los patrones de bandas normales (A y D). 

La figura 10 corresponde a un gel que ilustra la prevenci6n de errores en el 
genotipado de muestras heterocigdticas mediante el metodo GEDAP, a trav6s del anilisis 
combinado de '^homoduplex bands", "diagnostic shadow bands", '^stutter bands**, *Yaint 
30 bands" y ''heteroduplex bands". 

La figura 1 1 corresponde a un gel que ilustra ima aparente exclusion de parentcsco 
detectada por medio del microsat^lite de naturaleza dinucleotidica Dl 1 SI 760. 
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La figura 12 corresponde a iin gel que ilustra c6mo el m^todo GBDAP permite 
demostrar que la aparente exchisidn de parcntesco en realidad iin error de genotipado 
debido a una no-^unplificaci6n total 

5 MODO DE REALIZACI6n 

A continuacidn se describe en detalle como aplicar el m^todo GEDAP. En un 
primer iugar» se describe cdmo gcncrar c ideatiiicar los homodiiplexes y los Productos 
Adicionales con valor Diagndstico Q'AD). Bn segundo higar, se describe c6mo se pueden 
detectar y/o prevenir errores de genotipado y Las ventajas que presenta OEDAP en 
10 relacidn a los metodos convcncionales. En tercer lugar, se evalua la eficimcia del m^todo. 
Finalmente, se muestran dos ejemplos para ilustrar algimas de las aplicaciones de la 
presentB invencidn. 

A) GENERACION E IDENTIFrC ACION DE HOMODUPLEXES Y PAD 

15 El locus que se puede genotipar mediante el m£todo GEDAP es cualquier 

secuencia de acido nucleico de la que se conozcan al menos dos alelos distintos. El locus 
preferido en la presente encamacion es cualquier marcador de DNA con repeticiones en 
tfindem de uno o m&s nucle6tidos. 

El proceso de genotipado del locus comienza obteniendo cualquier muestra que 

20 con^ga, o que se presuma que contenga, al menos dos alelos del locus que se pretende 
analizar. Las muestras preferidas en la presente encamaci6n son nuiestias de sangre de 
individuos humanos. 

Una vez obtenida la muestra, se piocede a amplificar los alelos del locus bajo 
condiciones que induzcan la foimaci6n de homoduplexes y PAD. La amplificaci6n se 

25 puede llevar a cabo a partir de los icidos nucleicos contenidos en la muestra, sin aislarlos 
del resto de los componentes (e.g. Yue et aL, 2001). Otra posibilidad consiste eh purificar 
los &:idos nucleicos previamente a la amplificacidn. En la encamacion preferida, el DNA 
se purifica previamente a la amplificacicn de los alelos. Existen numerosos metodos 
esttedar para purificar el DNA a partir de sangre, otros tejidos» pelo, heces, saliva, etc. En 

30 la encaniaci6n preferida, el DNA se purifica por medio de un kit comercial de 
purificacidn de DNA a partir de muestras de sangre total (QIAamp blood kit, QIAGEN). 

Una t6cnica id6iiea para amplificar los alelos del locus bajo condiciones que 
ind\i2can la formacidn de homodiiplexes y PAD es la t6cnica de la Reacci6n en Cadena 
de la Polimerasa (PCR), aunque se pueden utilizar otros procedimientos para amplificar 
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secuencias de DNA o RNA tales como '"Nucleic Acid Sequence Based Amplification" 
(NASBA), ^Transcription-based Amplification System" (TAS), •'Self-sustained Sequence 
Replication" (3SR), "Q-beta rq>licase^, "Ligation Amplification Reaction" (LAR) y 
"Ligase Chain Reaction" (LCR) (Dr bek, 2001)). La PCai permite la amplificaci6n in 
S viiro de una o mas secuencias especfficas de DNA presentes en un icido nucleico o en 
una mezcla de dcidos nucleicos por medio del use de primers y agentes para la 
polimerizaci6n. Cuando el producto de extensi6n de un primer hibrida con el otro primer, 
pasa a ser un molde para la producci6a de la secu»cia deseada y viceversa. Bate proceso 
se lepite el niimero de veces necesario para producir la cantidad deseada de la secuencia. 

10 El m^todo de la PCR que se refleja a continuaci6n es est&ndar y puede ser utilizado 
Scilmente para amplificar cualquier marcador de DNA con r^eticiones en ttodem de 
uno o m&s nucledtidos. 

En la encamaci6n pieferida para Uevar a cabo la amplificacidn, el icido nucleico 
de la muestra se mezcla con otros componentes de la mezcla de reaccidn de la PCR. Esos 

1 S otros componentes incluyen, pero no estfin limitados a» el tamp6n de la PCR est^dar (que 
contiene Tris pH 8,0, 2,5 mM KCl, cloruio magn6sico), los desoxiiribonucledtidos 
trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), la polimcrasa termoestable (eg. Tag polimerasa) 
y los primes. La cantidad total de cada uno de los componmtes de esta mezcla depende 
del volumen final de la mezcla de reacci6n y el niimero de reacciones que se pretendan 

20 realizar. 

Las secuencias de los primers y las condiciones especificas adecuadas para 
amplificar cada marcador se pueden obtener a partir de las bases de datos disponibles (por 
ejen^lo* Genome Database, GDB: http://www.gdb.arg o G^n^thon: 
http://www. penethon.frV Los primers para amplificar cada marcador se pueden sintetizar 

25 (Y^ase, por ejemplo, Beacauge et al., 1981; Carutfaers et al., 1988; Haralambidis et aU 
1990) o bien adquirir a casas commiales. Los primers tambidn se pueden marcar pam 
facilitar su detecci6n (por ejemplo: con fluorocromos, radiois6topos» ligandos que 
permitan su deteccibn mediante quimioluminiscencia^ ligandos para su detecci6n 
inmunohistoquimica tales como la digoxigenina, etc)* 

30 Las reacciones de PCR se Uevan a cabo calentando y enfiiando la muestra de 

reacci6n a las temperaturas especificas establecidas y descritas para cada marcador. 
Tlpicamente, el protocolo de termociclacion consiste en: 

a) Un paso inicial de dcsnaturalizaci6n (p. ej. 94°C durante 3 minutos) 

b) Repetir de 20 a 40 veces: 



wo 03/001176 PCT/ES02/00308 

12 

bl.- un paso de desnaturalizacidn (p. ej. 94X durante 30 segundos) 
b2.- un paso de primado o annealing (p. ej. 5S^C durante 30 segundos) 
b3.- un paso de elongacion (p. ej. 72X durante 30 segundos) 
c) Un paso final de elongaci6n (p* ej. 72^C durante 2 mmutos). 
S Las condiciones experimentales utilizadas en la PGR favoiecen la generaci6n de 

homoduplexes de los alelos amplificados y la generaci6n de otros productos adicionales, 
entre los que se encuentian los PAD. En concreto, la desnaturalizacidn de los &cidos 
nucleicos presentes en la mezcla de reaoci6n utilizada durante la PGR y su posterior 
rraiaturalizaci6n es una fiiente importante de homoduplexes y otros productos adicionales. 

10 El nihnero de homodiiplexes y productos adicionales generados en la PGR depende, en 
primera instancia, de si los dcidos nucleicos resultantes de la amplificacidn tienen una 
secuencia distinta o no. MU en las mezclas de Teacci6n de muestras honiocig6ticas (en las 
que los alelos del locus tienen la misma secuencia), los sucesivos ciclos de 
desnaturalizacidn y renaturalizaci6n generarto un solo tipo de homoduplex. Por el 

1 S contrario, en las mezclas de reaccion de muestras heterocig6ticas (en las que al menos dos 
alelos del locus tienen secuencias diferentesX dichos ciclos generaian un numero de 
homoduplexes igual al numero de secuencias distintas presentes en esas mezclas de 
reacci6n. Adem&s, en el caso de muestras heterocig6ticas, los sucesivos ciclos de 
desnaturalizacidn y lenaturalizacion tambidn inducirdn la formaci6n de heteroduplexes. 

20 Bstos surgen como consecuencia de la hibridacidn de dos cadenas procedentes de dcidos 
nucleicos con secuencias distintas. 

Adem&3 de los homodiiplexes y los heteroduplexes mencionados, la PGR tambi^n 
induce la formacidn de otros productos adicionales distintos. Por ejemplo^ cuando la Tag 
polimerasa lleva a cabo el proceso de elongaci6n, puede cometer errores que provocan la 

25 sfntesis de icidos nucleicos con una secuencia distinta a la secuencia del DNA molde. 
Uno de estos errores, producido por el mecanismo conocido como *T)NA slippage", se da 
con relativa frecuencia en el transcurso de la amplificaci6n de marcadoies microsatelites 
con repeticiones de uno o mfc nucle6tidos. Asi, en el caso de marcadores microsatelites 
de naturaleza dinucleotidica, el "slippage" genera la formacidn de icidos nucleicos que 

30 presentan una ganancia o una p6rdida de una unidad repetitiva (2 nucle6tidos) con 
respecto al DNA molde original, aunque la probabilidad de perder una unidad repetitiva 
cs mucho mayor que la probabilidad de ganarla (Miller y Yuan, 1997). Por tanto, los 
sucesivos ciclos de desnaturalizaci6n y renaturalizaci6n induciran la generaci6n de acidos 
nucleicos de doble cadena^ distintos a los homoduplexes, que resultarin de la hibridacibn 
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de dos cadenas complementarias generadas por "slippage'*. Asimisino, tambi^n se podi&n 
formar nuevos heteroduplexes, que resultar&n de la hibridaci6n entre las cadenas 
generadas por '^slippage" y las cadenas de los alelos. 

Por otra parte, la PGR tambi6n puede originar otros tipos de productos adicionales. 
S Asi, se ha descrito que ciertos oligonucledtidos tienen la tendencia a unirse al DNA de 
doble cadena y formar triplexes intermoleculares estables (Ehirland et al, 1991; revisidn 
de Frank-Kamenetskii y Mirkin^ 199S)« Por tanto, una nueva fuente de productos 
adicionales es la gen^acidn de triplexes a trav6s de la uni6n de al menos uno de los 
primers utilizados para la amplificaci6n y cualquiera de los icidos nucleicos de doble 

10 cadena presentes en la mezcla de reacci6n. De forma aniloga, otros componentes de la 
mezcla de reacci6n utilizada en la ainplificaci6n tambi6n pueden inducir la formaci6n de 
triplexes intermoleculares. Asl, se ha descrito que el an&logo de DNA *Tq)tide Nucleic 
Acid*' (PNA), utilizado en la PGR para estimular la amplificacidn del DNA y reducir la 
ocurrencia de ampltficaci6n pieferencial (Demers et aL^ 1995), tambiSn induce la 

IS formacidn de triplexes (revisidn de Frank-Kamenetskii y Mirkin, 1995). 

Una vez final izada la PGR, se pueden generar muchos otros t^s de productos 
adicionales. Entre las causas que pueden inducir la formacidn de estos nuevos productos 
adicionales se encuentran la fomiaci6n de complejos entre los conqwnentes de la mezcla 
de reacci6n y la existencia de cambios conformacionales de los Acidos nucleicos 

20 generados por la PGR. Por ejonplo, es conocido que fiagmentos de DNA con 
repeticiones en tandem del dinucleotido GA se asocian espontineamente entre si in vitro 
formando estructuras estables de cuatro cadenas que pueden ser detectadas mediante 
electroforesis y microsoopla electrdnica (Gaillard y Strauss, 1994). Asimisnro, el motivo 
GA confiere un considerable polimorfismo conformacional al DNA, lo que incluye la 

25 foimaci6n de tetriplexes (Lee, 1990), "single-stranded acid fold" (Dolinnaya y Fresco, 
1992; Dolinnaya et aL, 1993; Ortiz-Lombaidla et al.^ 1995), ^parallel-stranded duplex*' 
(Lee, 1990), "antiparallcl-stranded diq>lex'' (Huertas et al,, 1993; Casasnovas et al.^ 
1993), "zinc-specific duplex" (Ortiz-Lombardia et aL^ 1995) y '*tetraplex composed of 
two hairpins*' (Shiber et al., 1996; Mukerji et al., 1996). De forma an&Ioga, tambi6n es 

30 conocido que otros motivos, tales como el motivo AT, tambien confieren un considerable 
polunoriismo conformacional al DNA (v6ase Vorlickova et aL^ 1998 y referencias citadas 
en el mismo). 

La formaci6n de estos productos adicionales una vez finalizada la PGR puede ser 
espont&nea. Eventualmente, la generacidn de estos productos adicionales se puede inducir 
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por el uso de condiciones experitnentales especfficas. Entre estas condiciones se 
encuentra (a) desnaturalizar loa pioductos de amplificaci6n mediante el uso de cualquier 
procedimiento fisico, qufmico o biol6gico, tal como desnaturalizaci6n t^nnica, 
desnaturalizacidn electroquimica mediante la apUcaci6n de voltaje, el uso de agentes 
S desnaturalizantes {e.g. fonnamida, urea, EDTA) y enzimas» y (b) renaturalizarlos con 
posterioridad* Otras condiciones experimentales para inducir la foraiacidn de pioductos 
adicionales incluyen sometcr los productos de ampliiicacidn a cambios de temperatura, 
cambios en la concentracidn de sales» cambios en el pH y cambios en la concentraci6n de 
iones divalentes (v6ase, por ejempio, Dolinnaya y Fresco, 1992; ievisi6n de Fiank- 

10 Kamenetsldi y MMdn, 1995; Noonberg et al., 1995; Qrtiz-Lombardia et al, 1995; 
Vorlickovi et al., 1998). 

Una vez generados los homoddplexes y los productos adicionales, se procede a 
identificar los productos de an^)lificaci6n necesarios para detmnixiar el genotipo de la 
muestra, ue.^ los homodiiplexes y los FAD. Para identificarlos, se puede utilizar cualquier 

15 sistema de identificacidn de icidos nucleicos que al menos manten^ ]K>modi!Q>lexes y 
PAD generados con anterioridad. Sin embargo, para aplicar el m6todo reivindicado^ es 
mis dtil utilizar un sistema que, ademfis de mantener homodtiplexes y PAD, tambien 
tenga la capacidad de inducir la generaci6n de nuevos PAD« 

En este sentido, la electrofbresis de DNA en condiciones no desnaturalizantes es 

20 un sistema idoneo para mantener homodiiplexes y PAD, y generar nuevos PAD. Es 
conocido que la electroforcsis no desnaturalizante es un medio muy sensible a los 
cambios conformacionales del DNA, lo que pennite la sepanici6n e identificaci6n de una 
gran variedad de conformaciones de DNA. Asi, se sabe c]U6 los triplexes permanecen 
intactos durante la electroforcsis en geles de poliacrilamida que contengan iones 

25 magnesio (Durland et al,, 1991). De forma similar, la electroforcsis no desnaturalizante es 
uno de los sistemas utilizados para detectar la presencia de tetr&plexes (Lee, 1990), 
'*single-stranded acid fold" (Dolinnaya y Fresco, 1992; Dolinnaya et al^ 1993; Qrtiz- 
Lombardia et aL, 1995), ''p^&Uel-stranded duplex"* (Lee, 1990), '*antiparallel-stranded 
duplex** (Huertas et aLy 1993; Casasnovas et aL, 1993), ''zinc-^ecific duplex** (Ortiz- 

30 Lombardfa et aL, 1995) y "tetraplex composed of two hairpins'* (Shiber ei aL, 1996; 
Mukerji et aL^ 1996), etc. Por tanto, la electroforesis no desnaturalizante permite 
mantener, ademas de los homodiiplexes, productos adicionales generados durante o tras la 
ampUficaci6n. 
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Por otra parte, es conocido que la electroforesis cn gel no dcsnaturalizante tambidn 
puede pfomover la fonnaci6n de productos adicionales tales como triplexes 
intemioleculares. Por ejemplo, la electroforesis no desnaturalizante genera triplexes 
cuando una cadena sencilla con alta tasa de migraci6n alcanza a una banda (de menor tasa 
5 de migraci6n) que contiene una cadena doble de icido nucleico con una secuencia 
apropiada (captuia en el gel) (Belotserkovskii y Johnston^ 1996). Ademfis, se ha descrito 
la fonnaci6n de ^'double-hairpin tetraplex" cuando se utiliza una alta fuerza i6nica durante 
la electroforesis no desnatuiaUzante (Shiber et a/., 1996). De forma aniloga, se sabe que 
la electroforesis no desnatuiaUzante gmera la aparicidn de bandas diferentes a las bandas 

10 de los alelos en ciertos marcadores microsatilites. Esas nuevas bandas se originan 
probablemente a partir de alteraciones de la curvatura de la doble hilice (Lareu et a/., 
1998) o como oonsecuencia de la &rmaci6n de **hairpin loop'* en secuencias de DNA 
ricas en el motivo AT (Prinz et aL^ 1996). 

Ademfis de mantener los homoddplexes y los PAD, y generar nuevos PAD, la 

15 electroforesis de DNA en condiciones no desnaturalizantes posibilita la identificacidn de 
los homodupl^es y los PAD a trav6s de su separacidn fisica por medio de la acci6n de un 
campo elSctrico. Una vez finalizada la electroforesis, se piocede a visualizar las bandas 
generadas a travis de cualquier medio que pemiita la deteccidn del DNA, tal como 
tinci6n con nitrato de plata, bromuro de etidio, etc. 

20 Sin embargo, no se pretende limitar la t^cnica de identificacidn dnicamente a 

electroforesis no desnaturalizante. Asf, se puede utilizar cualquier otra tunica que 
permita identificar homodiiplexes y PAD, tales como la espectrometria de masas» la 
cromatografia, la hibridacidn difeiencial, la secuenciaci6n por hibridacidn, etc. 

Una vez identificados los homodiiplexes y los PAD, se precede a deducir el 

25 genotipo de la muestra en base al mStodo GEDAP. 

B) BASE Y VENTAJAS DEL METODO GEDAP 

La base y las ventajas del m£todo propuesto se ponen de manifiesto a trav6s de su 
comparaci6n con los mdtodos convencionales de genotipado. P^a establecer la 
30 comparaci6n, se toma como ejemplo el genotipado de un locus polim6rfico con dos alelos 
a partir de muestras diploides (figura 1). 

La diferraicia fundamental entre el metodo GEDAP y los mdtodos convencionales 
tiene que ver con los productos adicionales generados a partir de la amplificaci6n. Asi, los 
m^todos convencionales se basan en determinar el genotipo de un locus polimorfico 
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considerando linicamente los alelos amplificados a pardr de la muestra (figura 2). 
Cualquier otro producto adicional a los alelos es considerado como un resultado 
artefactual, per lo que su presencia se intenta eliminar o reducir (v^ase, por ejemplo, 
Perlin et aL 1994, Schl6tterei, 1998)» Por tanto, en condiciones 6ptimas, las muestras 
S homocig6ticd8 presentarin un solo alelo an^Uficado (figura 2, a y c), mientras que las 
muestras heterocig6ticas presentar^ dos alelos amplificados distintos (figura 2» b). 

Por el contrario, el m6todo GEDAP se basa en el genotipado de un iocus 
polim6rfico a partir del an&lisis conjunto de los homoduplexes y los PAD identificados 
(figura 3). Los FAD son considerados como una infoimacidn adicional dtil para 

10 confinnar el g^otipo de la muestra, por lo que su presencia se intenta mantener e inducir. 
Los PAD litiles para el genotipado se pueden clasificar dos tq>os distintos: productos 
adicionales diagn6sticos de genotipo (PAD^HOM y PAD-HET) y productos adicionales 
diagn6sticos de alelo (PAD-AL). La presencia de estos dos tipos de PAD acentiia las 
diferencias existentes entre las muestras homocigdticas y las muestras heterocigdticas. 

15 Asf, en condiciones 6ptimas» las muestras homocig6ticas prcsentarin un solo 
homoduplex, al menos un PAD-HOM y al menos un PAD-AL especifico del homodiJplex 
identificado (figura 3» a y c). Por el oontrario, las muestras heterocigdticas presentardn 
dos homodiiplex6S» al menos un PAD-HET y al menos un PAD-AL especifico de cada 
uno de los homodtiplexes identificados (figura 3, b). 

20 El distinto planteamiento de los mdtodos convencionales de genotipado y del 

mitodo GEDAP se traduce en una distinta capacidad para detectar y/o prevenir enores de 
genotipado debidos a no-amplificacion^ totales o parciales. Asf, los m^odos 
convencionales no permiten discriminar entre muestras heterocigdticas con no- 
ampiificaci6n total (figura 4, bl) y muestras verdaderamente homocig6ticas (figura 4, a), 

25 ya que ambas presentan un solo alelo amplificado. Por otra parte, las muestras 
heterocigdticas que pr^entan no-ampUficaci6n parcial (figura 4, b2) pueden ser 
confimdidas con muestras homocig6ticas (figura 4, a), especialmente si la cantidad del 
alelo hipoamplificado esti por debajo del nivel umbral de detecci6n. Por tanto, los 
mdtodos convencionales son ineficientes en ambos casos, tanto para detectar como para 

30 prevenir eirores de genotipado. 

Por el contiario, el m6todo GEDAP permite detectar y/o prevenir errores de 
genotipado en ambos cases de forma eficiente. Por una parte, el m^todo GEDAP &{ 
permite discriminar entre muestras heterocigdticas con no-amplificacidn total y muestras 
verdaderamente homocigdticas. Bsta propiedad se debe a que, aunque ambos tipos de 
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muestras poseen un solo homoduplex, existen diferencias entre ellas en cuanto a los PAD. 
Asf, las muestras heterocig6ticas con no-amplificacidn total no presentan PAD-HOM 
(figiira S, bl), mientras que las muestras verdaderamente homocig6ticas si presentan 
PAD-HOM (figura 5, a). Por otra parte, tambi^n evita la confiisi6n entre muestras 
S heteroeig6ticas con no-amplificacion parcial y muestras verdad^amente homocig6ticas. 
Esta propiedad se debe a que las muestras heterocigdticas con no-ampIificaci6n parcial 
pueden ser identificadas por la presencia de los PAD-AL especificos de dos 
homodAplexes y/o por la presencia de PAD-HET (figura S» b2X estando ausentes ambos 
PAD en muestras verdaderamente homocig6ticas (iSgura 5, a). 

10 En definitiva, el m6todo GEDAP permite detectar errores de gemtipado por 

medio de la identificaci^n de combinaciones an6malas de homodiiplexes y PAD; tambi6n 
permite prevenir errores de genotipado por medio de la identiflcaci6n de combinaciones 
esperadas de homodiiplexes y PAD, especificas de cada gmotipo. En ambos casos, el uso 
de PAD-HOM, PAD-HET y PAD-AL representa un nivd de control fundamental para 

1 S determinar que el genotipo de una muestra es homocigoto o heterocigoto. 

C) EFICIENCIA DEL METODO GEDAP 

La eficiencia del m£todo se puede detmninar estadfsticamente. Para ello se puede 
tester si las frecuencias genotfpicas observadas en una muestra poblacional se desvian 

20 signiflcativamente de las proporciones genotlpicas esperadas bajo Hardy-Weinberg 
(HWP). La potencia estadistica para detectar desviaciones significativas se ve 
incrementada notablemente cuando se utilizan tests estadfsticos que concentran las 
desviaciones de las. HWP en un unico grado de libertad (Gomes et al., 1999) y se analiza 
un tamaflo muestral elevado. 

2S Este tipo de control estadfstico es un medio muy potente para detectar enrores de 

genotipado (Chakraborty et aL^ 1992; Gomes et aL, 1999). La cxistencia significativa de 
errores de genotipado puede ser detectada como desviaciones de las HWP. En particular, 
las no-amplificaciones de uno de los alelos presentes en las muestras heterocig6ticas 
causan una deficiencia de heterocigotos con respecto a las HWP. Por tanto, si se genotipa 

30 una amplia muestra poblacional y se determina que no existen desviaciones significativas 
con respecto a las HWP, se podrfa concluir que el m^todo GEDAP es eficiente para 
detectar y/o prevenir errores de genotipado. 
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D) APLIC ACIONBS DEL METODO GBDAP 

A contmuaci6n se ilustran algunas de las aplicaciones del metodo GEDAP, por 
medio de dos ejemplos: el genotipado de marcadores microsatelites de naturaleza 
dinucleotfdica y los an&lisis de patemidad. Estos ejemplos tan solo son encamaciones 
S iliistrativas de la presente invenci6n y no pretenden limitar de ningun modo ni el alcance 
ni las aplicaciones de la misma. Por otra parte» es obvio que se pueden Uevar a cabo 
modificaciones en los procedimientos que se describe a continuaci6n sin que suponga 
una vulneracidn del espiritu de la invencidn recogido en las reivindicaciones. 

1 0 EJEMPLO 1 : DETECaON Y/O PREVENaON DE ERRORES EN EL GENOTIPADO 
DE MICROSATELITES DE NATURALEZA DINUCLEOTIDICA 

El siguiente ejenqilo ilustra en detalle c6mo utilizar el metodo 6EDAP para 
detectar y/o prevenir errores en el genotipado de marcadores microsatdlites de natuialeza 
dinucleotldica a paitir de muestras de individuos bumanos. 

15 

1 MUESTRAS, EXTRACCION DEL DNA Y MARCADORES 

Se analizaron 403 individuos no relacionados resident en Galicia. El DNA se 
extrajo a partir de nuiestras de sangre de cada uno de los individuos mediante un kit 
comercial (QIAamp blood kit, QIAQEN), Todos los individuos se genotipaion para 6 
20 marcadores microsatelites de naturaleza dinucleotfdica localizados en el cromosoma 1 1 
humano: D11S4I77, D11S1323, D11S4124. D11S1318. D11S909 y D11S1760 (Dib et 
aL, 1996). 

Z- AMPLIFICACION 

2S Los alelos de cada marcador presentes en cada una de las mu^tras se amplificaron 

mediante la Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR). Las secuencias de los primers 
especificos para amplificar cada locus fiimn tomadas a partir de la base de datos 
Gteithon (http://www.geneflion.&). Las amplificaciones se llevaron a cabo en mezclas de 
reacci6n que contenfan 120 ng de DNA, 10 mM Tris-HQ (pH 9,0), 50 mM KCl, 0.1% 

30 Triton X-100, 1,5 mM MgCh, Glicerol 10% (v/vX 50 picomoles de cada primer, 200 

de dNTP mix y 1 U de Taq polimerasa^ en un volumen final de 25 Las amplificaciones 
se realizaron en termocicladores GeneAmp PCR System 2400 (Perkin-Elmer, Norwalk, 
USA) y consistieron en 35 ciclos de desnaturalizacion (94^C, 40 s) y primado (5S^C, 30 
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s). Una vez finalizado el lUtinio ciclo, un paso adicional de extensidn 2 min) 

compleC6 el proceso de ainpli<icaci6n. 

3.- GENERACION DE HOMODUPLEXES Y PAD 
S Las condiciones t&micas utilizadas en la ampUficaci6n fiivorecieron la generaci6n 

de homodtiplexes y PAD, Asimisxno^ el sistema electrofor£tico utilizado para detectar los 
homodiiplexes y los PAD posibilit6 mantener la presencia de homodiiplexes y PAD e 
inducir la fiDrmacidn de nuevos PAD (v6a$e apartado 5). 

10 4.- DBTECaON DE HOMODUPLEXES Y PAD 

Los homoddplexes y los PAD generados a partir de los productos de amplificacidn 
de cada una de las muestras se separaron por medio de electroforesis no desnaturalizante 
en geles ultrafinos de poliacrilamida utilizando vn sistema de tampones discontinuo 
borato/fonnato. 

IS Los geles de poliacrilanuda se elaboraron con un grosor de 0,4 mm. Las 

dimensiones de los geles fueion 13,5 cm de anchura por 20 cm de longitud para los loci 
Dl 1S1760 y Dl 1S909, y 13,S cm de anchmra por 24 cm de longitud para el resto de los 
microsat61ites analizados. El sopoite utilizado para la polimerizaciAn de los geles fiie 
vidiio sencillo de 2 nmi de grosor tratado con Bind Silane (Pharmacia 17- 1330-01). El 

20 tamafto de poro de las mallas de poliacrilamida iue 7J% T 6,3% C para los loci 
D1]S1760 y DllS9a9, y 6,7% T 7,1% C para el resto de microsat^lites analizados. La 
concentracidn total del mon6mero (% T) y la CQncentraci6n del mon6mero crosslinker (% 
C) se definen como %T = [(a + 6) / FT] 100 %T = [a / (a + 6)] 100, siendo a y 6 los 
gramos de acrilamida y piperacina di«acrilamida, respectivamente y FTel volumen total 

25 de la soluci6n del ^1. El tamp6n del gel empleado fiie una soluci6n 0,33 M TRIS, 110 
mM icido formico, 24 mM dcido b6rico y 6% glicerol v/v (pH = 9,0). Para la 
polimerizaci6n de la malla de poliacrilamida, se afiadi6 persulfato am6mco 2,5 mM y 1,6 
ill de TEMED (Merck 1.10732) por mililitro de soluci6n del gel. Acto seguido, los geles 
se mantuvioion a 37^C en oscuridad durante 20 minutos antes de ser utilizados en las 

30 electroforesis. 

El tamp6n electroUtico se aplic6 al gel mediante dos tiras de papel secante 
{Blotting Paper y Sigma P-7176) de 1 cm de anchura empapadas en una soluci6n 1 M 
TRIS y 0,28 M dcido b6rico. Las tiras se dispusieron en los extremos del gel y sobre ellas 
se colocaron los electrodes. La distancia interelectrodo efectiva en los geles de 24 y 20 
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cm file de 22 y 18 cm, lespectivamente. Las soluciones con los productos de 
amplificacion se carg^ron directamente sobre el gel a 0,5 cm de distancia del c&todo. Para 
ello se utilizaron papeles de fibra de vidrio {lEF sample appL plece^ Pharmacia Biotech 
80-1129-46) de 3^3 x 2,5 mm, impregnados con 3 ^1 de cada solucidn. El voitaje y el 
S dempo de recomdo utilizados para cada marcador variaron desde 600 V hasta 700 V y de 
2h 3D min a 4 h» respecdvamente (viase tabla adjimta). La intensidad y la potencia se 
mantuvieron constantes a 25 mA y 20 W. Las electroforesis se llevaron a cabo a una 
temperatura constante de IS^C en el sistema Multtphor U (LKB Pharmacia), udlizando 
azul de bromofenol como tndicador de migraci6n« 

10 

Condiciones electroforSticas utilizadas para resolver cada microsatdlite. 



Locus D11S4177 D11S1323 D11S4124 D11S1318 DUS909 D11S1760 
Voitaje 700 V 700 V 700 V 600 V 600 V 600 V 
IS Tiempo 4h 3h40min 3hl5min 3hI5min 2h45min 2h30min 



Una vez finaiizada cada electroforesis^ los homodllplexes y los PAD se 
visualizaron mediante tinci6n con nitrato de plata siguiendo el protocolo descrlto por 
Bndowle ei a/. (1991). 

20 

Caracterfsticas del sistema electrofor6dco: 

El sistema electrofor^tico udlizado para detectar los homodOplexes y los PAD 
dene caracterfsticas muy ventajosas para reducir la probabilidad de errores de genodpado. 
Por ima parte, permite mantener los homoduplexes y los PAD generados durante la PCR 

25 e inducir la formaci6n de nuevos PAD, por lo que es util para detectar y/o prevenir 
errores de genotipado mediante el metodo GEDAP. Por otra parte este sistema 
electrofor^co tambi^ permite separar los productos de amplificaci6n de tnarcadores de 
naturaleza dinucleotidica con una resoluci6n de un nucle6tido y con gran precisi6n en la 
determinacion del tamano de los alelos. Por lo tanto, es titil para prevenir errores de 

30 genotipado debidos tanto a la ausencia de resoIuci6n de un nucleotido (Smith et aL^ 1995; 
SchlOtteier, 1998; Wenz et aL, 1998) como a la existencia de migraciones electrofor6ticas 
anormales entre los alelos de un locus (Kimpton et al.y 1995; Prinz et aL^ 1996). 

La resolucion y la precision del sistema electroforetico se pone de manifiesto al 
representar gr&ficamente el tamaflo de los alelos frente a su movilidad reladva» R(f), 
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calculada como la relacidn entre la distancia de inigraci6ii desde el extremo anodico del 
punto de insercidn de cada muestra hasta la 'liomoduplex band" y la distancia desde el 
extremo an6dico del punto de inserci6n hasta el limite catodico de migraci6n. La figura 6 
muestra la resoiuci6n y la precisidn del sistema electrofor^tico, bajo las condiciones 
5 utilizadas paia tesolver los alelos de los seis microsat^lites analizados. Las diferencias de 
R(f) observadas entre las "homoduplex bands'* con diferencias de tamaflo de 2 pares de 
bases» son suficientemente gcandes como para discriminar diferencias de im iinico par de 
bases. De hecho» este sistema electrofor£tico permite detectar diferencias en tamaflo de un 
linico par de bases entre las '^omoduplex bands** de un microsat^lite de naturaleza 

10 dinucleotidica (Dl 1S1759) analizado m nuestio laboratorio (datos no mostrados). 

En la figura 6 tambi6n se puede observar que este sistema electrofordtico tambi£n 
proporciona una alta precisi6n para determinar el tamaflo de las '*homoduplex bands" de 
microsat^lites de naturaleza dinucleotidica. Debe ser rocordado que las anomalias 
electrofor6ticas que provocan inexactitudes en la determinaci6n del tamaflo de los alelos 

15 se caract^izan por la existencia de 'Mobility shifts", compresiones de bandas o 
migraciones an6malas de las bandas (Prinz et al., 1996). Sin embargo, en la figura 6 se 
puede observar que no existe ninguna evidracia de este tipo de anomalias mtre las 
*liomoduplex bands'' de los loci analizados, 

Por otra parte, las condiciones electrofor^cas fijadas en el sistema electrofor6tico 

20 (condiciones no desnaturalizantes, alta fiiaza idnica, temperatura adecuada, etc.) 
permiten mantener e inducir la presencia de homodAplexes y PAD (figura 7» a). En este 
sentido, hay que destacar que las condiciones electrofor^ticas inciden decisivamente en la 
detecci6n de PAD. La figura 7, b muestra c6mo el uso de condiciones desnaturalizantes y 
el empleo de una temperatura de lecoirido de SOX provocan que unicamente se detecten 

25 las bandas de los alelos. Este hecho es f&cilmente explicable teniendo en cuenta que los 
PAD son el resultado de la formacidn de complejos y/o de cambios conformacionales de 
los productos de amplificacidn, y que el uso de condiciones desnaturalizantes y una alta 
temperatura evitan la hibridaci6n de dos o mis cadenas de ftcidos nucleicos. Debe ser 
recordado que 6$ta es la aproximacidn seguida por los m6todos convencionales de 

30 genotipado y que la presente invencidn se basa en lo contrario» es decir, en estimular la 
formaci6n de complejos y cambios conformacionales para generar PAD. 
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5.- IDENTIFICACION DE HOMODUPLEXES, PAD-AL, PAD HOM, Y PAD-HET 

Los homodi^plexes y los PAD se idmtificaron a partir de los pationes de bandas 
visualizados en los geles (figura 8). 

5 5.L-IDENTIFlCAaONDEHOMODUPLEXES Y PAD-AL 

Por ima parte, este sistema electroforStico permiti6 la identificacidn de los 
homoduplexes y de los PAD-AL a partir de la visualizacidn de tres tipos de bandas: 
'"homoduplex bands", ''Diagnostic Shadow Bands" (DSBs) y ""stutter bands" (figura 8). 
Estos tees tipos de bandas son Utiles para detmninar qu6 alelo o alelos se ban aniplificado 

10 a partir de cada una de las muestras analizadas* 

Cada ^homoduplex band" se forma a pattir de cada uno de los homodiiplexes 
generados a partir de los alelos amplificados. Las '^omoduplex bands" se pueden 
diferenciar del resto de las bandas porque generahnente tienen asociada una DSB y al 
menos una "stutter band". 

IS Las '"stutter bands" se forman a partir de los PAD-AL que se geneian debido a la 

existencia de errores en la amplificaci6n de los alelos (ooncr^amente debido al 
"slippage" de la Taq polimerasa). En este sistema electroforetico se visualizaron 
generalmente como una linica banda con una migFaci6n nelativa dos pares de bases 
superior a la migracidn de su correspondiente "homodi^lex band". Cuando se 

20 visualizaron mediante tincidn con nitrato de plata, las "stutter bands" presentaion una 
intensidad menor que la intensidad de sus correspondientes "homoduplex bands". 

Cada DSB se forma a partir de un PAD-AL como consecucncia de un cambio 
conformacional de im homodi^lex. Las DSBs son fiicilmente diferenciables del resto de 
bandas porque tienen una migraci6n relativa menor que la de sus correspondientes 

2S "homoduplex bands". Adem&s» la distancia 'liomoduplex band" - DSB es pr&cticamente 
constante dentzo de cada locus« Asimismo, debe hacerse notar que la distancia 
"homoduplex band" - DSB varfa entre loci (aproximadamente 4 pares de bases en 
DllSneO; 6 pb en D11S909; 8 pb en D11S4177, D11S4124, y D11S1318; y 14 pb en 
D11S1323). 

30 

S.Z'IDENTIFICACrONDEPAD'HOMY PAD-HET 

Por otra parte, este sistema electroforetico tambi6n penniti6 la identificaci6n de 
los PAD-HOM y de los PAD-HET» a partir de la visualizacidn de dos tipos de bandas: 
"faint bands" y "heteroduplex bands'' (figura 8)* Estos dos tipos de bandas son Utiles para 
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determinar si la muestra analizada es homocig6tlca o es heterocig6tica para un 
microsat^lite dado, de naturaleza dinucleotidica. 

Las ^Tietcroduplex bands" se forman a partir de PAD-HET. Las "heteroduplex 
bands" son f&citmente diferenciables del resto de bandas porque la distancia 
5 ^liomoduplex band" - ^'heterodiQ>lex band" es siq>erior a la distancia '^homoduplex band" 
-DSB. 

Las 'Taint bands" se forman a partir de PAD-HOM. Las "faint bands" son 
f&cilmente difoenciables del resto de bandas porque la distancia ^'homoduplex band" - 
*^int band" es superior a la distancia 'liomoduplex band" - DSB. Asimismo, la distancia 
10 ^liomoduplex band" - "faint band** es generalmente inferior a la distancia ^liomoduplex 
band" - *Tieterodiq>lw band". 

6.. DETECaON Y/O PREVENaON DE ERRORES DE GENOTIPADO 

El m^todo GEDAP nos permitio detectar y/o prevmir un ntimero relativamente 

15 elevado de errores de genotipado debidos a no-amplificaciones totales o parciales* Para 
ello, se utilizaron dos estrategias distintas: una estrategia para detectar errores de 
genotipado y una estrategia para prevenir errores de genotipado. Ambas estrategias se 
basaron en el an&lisis conjunto de las bandas descritas en el apartado anterior. A 
continuaci6n se muestra c6mo se apKcaron estas dos estrategias para genotipar los sets 

20 microsat61ites de naturaleza dinucleotidica. La eficiencia del m^todo se evaluari 
posteriormente (ver apartado 7). 

6.L-DETECCI0NDE ERRORES DE GENOTIPADO 

El m£todo GEDAP nos pemuti6 detectar errores de genotipado debidos a no- 
25 amplificaciones totales o parciales. Los errores de genotipado se detectaron a partir de 
muestras con patnmes de bandas andmalos. Fueron considerados patrones de bandas 
andmalos: 

(a) aquellos patrones de bandas con una ttaiica "homoduplex band" y ninguna 
"faint band" (figura 9, B). Compirese con el patr6n de bandas esperado 

30 especlfico de un genotipo homocigoto (figura 9, A). 

(b) aquellos patrones de bandas con una unica '^omoduplex band" y al menos una 

**heteroduplex band" (figura 9, C). Compdrese con el patr6n de bandas 
esperado especifico de un genotipo heterocigoto (figura 9, D). 
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Para detectar errores de genotipado, analizamos los patrones de bandas de los 405 
individuos no relacionados (un tamafio muestral lo suficientemeDte giande como para 
detectar la posible ocurrencia de errores de genotipado) y realizamos r^licas de todas las 
muestras aparentemente homocig6ticas que carecfan de ^faint bands" o que presentaban 

S al menos una ''heteroduplex band'' en sus correspondientes patrones de bandas. Las 
rfiplicas se realizaron hasta que se observ6 claramente la presencia de las ''faint bands^ o 
la presencia de un patron de bandas correspondiente a un genotipo heterocigoto. 

Los resultados obtenidos a partir de las replicas confirmaron, per una parte, que un 
elevado poccentaje de las muestras aparentemente homocigoticas que carecian de '*&int 

10 bands" en sus patrones de bandas eran en realidad muestras heterocigdticas, en las que 
habia habido una no-amplificaci6n total de uno de sus dos alelos. Por lo tanto, el mitodo 
GEDAP es litil para detectar errores de genotipado debidos a no-amplificaciones totales. 
La tasa de errores de genotipado detectados por medio de esta esttategia vari6 entre un 
0% (Dl 1S1323 y Dl 1S1760) y un 2% (Dl 1S909). Los errores de genotipado detectados 

IS afectaron a distintos individuos en cada uno de los loci: individuos 37, 39, 57, 62, 263, 
351 y 398 (D11S4177); individuos 104, 311 y 400 (D11S4124); individuo 134 
(Dl 1S1318); e individuos 48, 80, 216, 281 y 289 (Dl 1S909). Al considerar los seis loci, 
el porcentaje de errores de genotipado detectados fiie del 5% (19/405). Bs importante 
subrayar que el porcentaje de genotipos multiloci tipados errdneamente puede verse 

20 notablemente incrementado en estudtos en los que se requiere analizar un gran niimero de 
marcadores (e,g. en el caso de los **genome scans"). 

Por otra parte, los resultados obtenidos a partir de las replicas tambidn 
confitmaron que las muestras aparentemrate homocig6ticas que presentaban al menos 
una "heteioduplex band" en sus patrones de bandas eran en realidad muestras 

25 heterocigdticas en las que habia habido no-aniplificaci6n total o parcial de uno de sus dos 
alelos. Por lo tanto, el metodo GEDAP tambiSn es litil para detectar errores de genotipado 
debidos a no-amplificaciones parciales. 

5.2 - PREVENaONDE ERRORES DE GENOTIPADO 
30 El m£todo GEDAP tambi6n nos permiti6 prevenir errores de genotipado. Para ello 

se utilizaron dos aproximaciones distintas: una apioximacion para prevenir errores en el 
genotipado de muestras heterocig6ticas y una aproximacion para prevenir errores en el 
genotipado de muestras homocig6ticas. 
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6.2«1.- Prevencidn de eiiores en el genotipado de muestras heterocigdticas 
La aproximacidn utilizada para prevenir eirores en el genotipado de muestras 
h6terocig6ticas consisti6 en asignar un genotipo heterocigoto a iina muestra, unicamente 
cuando el sistema electrofor^tico gener6 un patr6n de bandas en el que se detectaion dos 
5 "homoduplex bands** y: 

(a) al menos una ^lieteroduplex band''; y/o 

(b) al menos ima DSB asociada con cada una de las ^'homoduplex bands'* y/o 

(c) al menos una ^^stutter band" asociada con cada una de las ^^homoduplex bands". 
La reproducci6n de los patrones de bandas de muestras heterocigfitiGas a partir de la 

10 mezcla de los DNAs de muestras homocig6ticas antes de la PCR y el anilisis de los 
patrones de bandas de los 405 individuos no relacionados, nos permitieron confimiar que 
la presencia de las bandas mencionadas en el pdzrafo anterior es suficiente para 
determinar que el genotipo de una muestra es heterocigoto. Por otra parte, el uso de esta 
aproximacidn nos permiti6 prevenir un nilimero relativamente elevado de eirores de 

IS genotipado debidos a no-amplificaciones parciales. A continuaci6n se describen en 
detalle los datos experimentales que confirman ambas aseveraciones. 

Bn la figura 10 se ilustra c6mo se pueden prevenir caiores ea el genotipack) de 
muestras heterocig6ticas debidos a no-amplificaciones parciales, en base al anilisis 
conjunto de las bandas generadas por el sistema electrofor6tico. En concreto, se muestra 

20 el patr6n de bandas del genotipo heterocigoto para los alelos 90 y 84 del locus Dl 1 S1760 
en ausencia (figura 10, B) y m presencia (figura 10, A y C) de no-an^lificaci6n paicial. 
El patr6n de bandas de dicho g^otipo se reprodujo mediante PCR bajo condiciones 
inductoras de no-amplificaci6n parcial (figura 10, A y C). Dichas condiciones 
consistieron en mezclar de los DNAs de dos individuos heterodgotos en pxx)porciones 

25 desiguales y realizar la amplificacidn a partir de los DNAs mezclados. 

Los resultados obtenidos, tras inducir la no-amplificaci6n parcial de uno de los dos 
alelos del genotipo heterocigoto, evidenciaron ima diferencia sustancial en la intensidad 
de las "homoduplex bands" generadas a partir de los dos alelos (figura 10 , A y C). 
Atendiendo linicamente a las "homoduplex bands'" (hecho en el que se basan los m6todos 

30 convencionales de genotipado), la diferencia en la intensidad de ambas bandas podrfa 
provocar un error de genotipado. Sin embargo, el mdtodo GEDAP permite prevenir esos 
errores de genotipado. Ello se debe a que tanto las '^heteroduplex bands'* especificas del 
genotipo 90/84, como las DSBs y las ''stutter bands" asociadas con las 'liomoduplex 
bands'* generadas a partir de los alelos 90 y 84, est&n presentes en los patrones de bandas 
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obtenidos tras inducir la no-anipUficaci6n parcial de cada iino de los alelos de este 
genotipo. Por tanto, esas bandas son utiles paia prevenir errores en el genotipado de 
muestras heterocigdticas debidos a no-ampllficaci6n parcial. 

El uso de esta aproxiniaci6n en el an&lists de la muestra de 405 individuos no 
S relacionados nos pemiitid prevenir errores de genotipado debidos a la no-amplificaci6n 
parcial de uno de los alelos, en un niimero relativamente elevado de muestras 
heterocigdticas. Por ejemplo, en muestras heterocigdticas para el locus D11S4177 que 
presentanm el alelo 183 y otro alelo de mayor tamafio, el alelo 183 mostr6 
frecuentemente una amplificacidn preferencial con respecto a los alelos de mayor tamafio. 

10 De forma an&loga, se han podido prevenir errores de genotipado debidos a no- 
amplificaciones parciales en muestras heterocigoticas para alelos con menores diferencias 
en tamafio, en los seis loci analizados. Por lo tanto, el m6todo GEDAP es util para 
prevenir errores de genotipado debidos a no-amplificaciones parciales. 

Sin embargo, es importante destacar que la aproximacidn utilizada por el m6todo 

IS GEDAP para genotipar muestras heterocig6ticas no d^e ser utilizada para genotipar 
muestras homocig6ticas. Es decir, la ausencia de 'lieteroduplex bands'* y/o dos ^stutter 
bands" y/o dos DSBs correspondientes a dos "homodiq>lex bands** no es suficiente para 
establecer que el genotipo de una muestra es homocigoto. Por el contrario, genotipar 
microsat^Iites de naturaleza dinucleotidica terdendo en cuenta iinicamente la estrategia de 

20 genotipado de muestras heterocigdticas puede incrementar la tasa de erroies de 
genotipado poique, como se ha demostrado con anterioridad, los patrones de bandas de 
muestras heterocigdticas carecen de '%eteroduplex bands** cuando existe no-ampliiicaci6n 
total. Por tanto, es necesario el uso de una aproximacidn distinta para prevenir errores en 
el genotipado de muestras homocigdticas. 

25 

6.2.2.- Prevmcidn de errores en el genotipado de muestras homocigdticas 
La aproximacidn utilizada por el mitodo GEDAP para prevenir errores en el 
genotipado de muestras homocigdticas consistid en asignar un genotipo homocigoto a una 
muestra unicamente cuando el sistema electroforitico gener6 un patr6n de bandas en el 
30 que se detectaron una tinica ''homoduplex band" y al menos una "faint band*\ 

Los resultados obtenidos a partir del an&lisis de los patrones de bandas de los 
individuos relacionados y no relacionados mostraron que las '"fiiint bands*' Biempre 
aparecen en patrones de bandas en los que se detects una Vinica 'liomoduplex band'', a 
excepcidn de los patrones de bandas de muestras heterocigdticas en las que existe no- 
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amplificacion total de uno de los alelos (ver apartado 6.1). Por lo tanto, la presencia de las 
"faint bands" representa un nivel adicional de control para prevenir errores de genotipado 
consistentes en asignar un genotipo homocigoto a muestras que en realidad son 
heterocigoticas. 

5 

7.- EFICIENCIA DEL METODO GEDAP 

La eficiencia se determind estadfsticamente testando si las fiecuencias genotfpicas 
observadas en la muestra de 405 individuos no relacionados se desvian significativanieate 
de las proporciones genotipicas esperadas bajo Hardy- Weinberg (HWP). 
10 Las desviaciones de las HWP para cada locus y para cada alelo y su significacidn 

se estimaron siguiendo el procedimiento y los estadfsticos descritos por Robertson y Hill 
(1984), Los resultados obtenidos mostiaron que las fiecuencias genotipicas observadas 
concuerdan con las firecuencias genotipicas tspetadm en cada uno de los loci, no 
detectindose ninguna desviacion significativa de las HWP (ver tabla adjunta). 

15 



Desviaciones de las HWP para cada locus {fr) y 


su significacion pC^). 


Locus 


Het. Obs. 


Het. Esp.* 


/r±S.E. 


X'(g.l. = l) 


D11S4177 


0.795 


0.788 


O.0OS± 0.020 


0.12 


D11S1323 


0.62S 


0.617 


O.0O1 ±0.018 


0.01 


DnS4l24 


0.723 


0.710 


0.001 ±0.018 


0.00 


D11S1318 


0.817 


0.805 


-0.001 ±0.011 


0.01 


D11S909 


0.723 


0.738 


0.024 ±0.039 


2.51 


D11S1760 


0.807 


0.782 


-0.015 ±0.000 


1.03 



^ La heterocigosis esperada insesgada se calcul6 por medio de la ecuacidn 



25 ^^"^^{^'^t ^'^) /^^ " ^ ^ Roychoudhury, 1 974). 

Por otra parte, s61o uno de los 68 alelos observados se desvi6 sigqificativamente 
de las HWP (datos no mostrados). Esta desviacidn significativa se puede explicar 
simplemente por la existencia de un error de tipo I. por lo que las fiecuencias genotipicas 
observadas para cada alelo tambi^n son consistentes con las HWP. Ademfis, las 
30 desviaciones detectadas mediante el estadistico / iueron pequenas y no sistem&ticas. En 
conclusidn, no existen evidencias de una presencia significativa de no-amplificaciones 



wo 03/001176 PCT/ES02/00308 

28 



que conduzcan al genotipado de muestras heterocigoticas como homocig6ticas. Por lo 
tanto, los resultados obtenidos mediante este analisis confirman que el m^todo GEDAF es 
eficiente para detectar y/o prevenir errores de genotipado debidos a no-amplificaciones 
totales o parciales. 

5 

EJEMPLO 2: ANALISIS DE PATERNIDAD 

En el siguiente ejemplo se ilustra la utilidad del m6todo GEDAP para identificar 
individuos humanos de forma precisa. En cont^eto, se muestra c6mo permite la 
prevmcidn de falsas exclusiones de parenteaco. 

10 Esta aplicaci6n se pone en evidencia a partir del genotipado, en individuos 

caucasoides relacionados bioldgicamente, de los seis roicrosatelites de naturaleza 
dinucleotidica utilizados en el ejemplo 1. 

La extraccidn del DNA de los individuos relacionados, la amplificacidn de los 
marcadores y la generaci6n, detecci6n e identificacidn de los homodiq)lexes y PAD se 

1 S realizaron de acuerdo con Los apartados 1, 2, 3, 4 y 5 del ejemplo 1 . 

La figura 1 1 muestra un resultado no mendeliano para el marcador Dl 1S1760. En 
base a los mStodos convenoionales de genotipado (es decir, atendiendo linicamente a las 
'"homoduplex bands'* geneiadas a partir de los alelos en cada uno de los individuos), se 
podria concluir que dos de los hijos del indtviduo A (individuos B y C), no son hijos 

20 biol6gico5 de dicho individuo. En concreto, el individuo A s61o present6 una 
'liomoduplex band*" (generada a partir del alelo 84) y sus coiiespondientes bandas 
asoctadas: una DSB y una '*$tuttar band". Por tanto» los m^todos convenoionales de 
genotipado determinarian que el genotipo de este individuo es homocigoto 84/84. De ser 
iste el genotipo real del individuo A, este individuo deberia transmitir necesariamente un 

25 alelo 84 a cada uno de sus hijos. Sin embargo* los individuos B y C no evidenciaron en su 
patr6n de bandas ninguna 'liomoduplex band" generada a partir del alelo 84. Por el 
contrario, ambos presentaron el patr6n de bandas caracteristico de un genotipo 94/90, es 
decir, dos 'liomodiQ>lex bands" (generadas a partir de los alelos 94 y 90, 
respectivamente), las correspondientes DSBs y "stutter bands" asociadas con ambas 

30 ^omoduplex bands", y tres "heteroduplex bands" caracteristicas del genotipo 94/90. 

Sin onbargo, el m6todo GEDAP permiti6 descartar esta posible exclusion de 
parentesco y demostrar que el aparente resultado no mendeliano era debido en realidad a 
ocurrencia de no-amplificaci6n total de un alelo en el individuo A. En concreto, el 
an&lisis del patr6n de bandas del individuo A mediante el m&odo GEDAP evidencia que 
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dicho patr6n es un patnSn de bandas an6malo en el que se detecta una iinica ^liomoduplex 
band"" y no se detecta ninguna "faint band" (figuia 1 1, A« Comp&rese con los patrones de 
bandas de las muestras D y 54, que si presentaron las *tiaint bands*' especificas del 
genotipo 84/84). Come se demostr6 en el ejemplo 1, la presencia de este patr6n de bandas 
5 an6nialo es un fuerte indicativo de no-ampIificaci6n total. Para testar esta posibilidad, 
realizamos tres r£plicas de cada luio de los miembros de esta £sunilia (figura 12), Las tees 
replicas confirmaron que el aparente problema de parentesco detectado inicialmmte era 
en realidad un error de genotipado del individuo A debido a la no-ampUficaci6n total del 
alelo 90. Este hecho se vio confirmado con el an^lisis de los S marcadores restantes 
10 analizados. 

Por lo tanto, el m£todo GEDAP es Ml para detectar y prevenir eficientemente 
falsas exclusiones de parentesco. De hecho, el m£todo GEDAP tambi£n permiti6 
descartar una nueva aparente exclusi6n de patemidad observada a partir de dos de las 
rfiplicas del individuo B (B2 y B3, figura 12). En ambas r6plicas, los patrones de bandas 
IS generados a partir de este individuo s6Io presentaron el homoddplex cont^spondiente al 
alelo 94 (ausente en la madre). Sin embargo, ambos patrones tambidn fueron an6malos 
(ya que no se detectan)n "fiiint bands"), por lo que, al igual que en el caso anterior, el 
mitodo GEDAP tambite penniti6 determinar que esas aparentes falsas exclusiones son 
en lealidad el resultado de la no-an^ilificaciAn total del alelo 90. 

20 
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REIVINDICACIONES 

1. - Metodo GEDAP (Genotyping Based on Diagnostic Amplification Products) 
para detectar y/o prevenir errores de genotipado a partix de los productos de amplificacidn 
de un locus polimdrfico. El metodo comprende las siguientes etapas: 

S (a) amplificar luia secuencia de ^ido nucleico procedente de una o mis c^Iulas 

eucariotas 

(b) realizar la amplificacion bajo condiciones que induzcan la generaci6n de: 

(b.l) homodiiplexes de los alelos amplificados (abreviadamente 
homodtiplexes) 

10 (b.2) otros Productos Adicionales con valor Diagnostico (abreviadamente 

PAD) 

(c) someter los productos de amplificacidn a condiciones que favorezcan: 

(c.l) mantener los homodi^lexes y los PAD generados y, eo su caso, la 
generaci6n de nuevos PAD 
1 5 (c«2) detectar los homoduplexes y los PAD 

(d) realizar el genotipado a partir del anilisis conjunto de los h<mKxhiplexe5 y los 
PAD 

2. - Metodo, segiin la reivindicacidn 1, donde: Locus significa una secuencia de 
dcido nucleico que ocupa una posici6n concreta en un cromosoma. Locus polim6rfico 

20 significa cualquier locus que exhiba al menos dos alelos diferentes. Alelos son las 
secuencias de un locus para los distintos cromosomas homologos de una c^lula eucariota. 
Alelos diferentes significa cualquier rasgo o caracteristica de la secuencia que los 
diferencie, lo que incluyc la sustituci6n, adici6n, delecci6n o modificaci6n de al menos un 
nucledtido. C^lula eucariota es ima c61ula con niicleo con ima dotaci6n cromosdmica 

25 diploide o poliploide« Genotipado significa determinar los alelos de la muestra para un 
locus dado. Por muestra se entenderi cualquier cantidad de &cido nucleico procedente de 
ima 0 m&s c^lulas eucariotas. 

3. - Mitodo, segtin la reivindicacidn 1, donde: Amplificar significa incrementar el 
mimero de copias de al menos uno de los alelos del locus de interns por cualquier 

3D procedimiento, tal como la Reaccl6n en Cadena de la Polimerasa (PGR). Donde: 
Productos de amplificaci6n son los productos generados al amplificar los alelos de la 
muestra. Donde: Errores de genotipado son los errores en la determinaci6n del genotipo 
de una muestra provocados por no-amplificaciones totales o parciales. Por no- 
amplificacidn total o parcial se entenderd la ausencia total o parcial, respectivamente, del 
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producto de amplificaci6n de al menos uno de los alelos. En la no-amplificaci6n total o 
parcial se incluyen la amplificacidn preferencial, el ^'allele dropouf ' y los alelos nulos. 

4. - M^odo, seglin la reivindicacidn 1» etapa (a), donde: Acido nucieico significa 
im fragmento de DNA o RNA con tina longitud minima de un nucle6tido> Se incluye 

5 tambi6n cualquier fragmento de DNA que se obtenga mediante la retn>transcripci6n del 
RNA resultado de la expre$i6n de los alelos del locus de interns. 

5. " M6todo, segite la reivindicacion 1» etapa (b), donde: Realizar la amplificaci6n 
bajo condiciones que induzcan la generaci6n de homodtiplexes y PAD incluye cualquier 
procedimiento de anplificacidn que permita la desnaturalizaci6n de icidos nudeicos de 

10 doble cadena y au poaterior renaturalizaci6n. Se incluye tambito la amplificaci6n bajo 
condiciones que no induzcan la generaci6n de homodtiplexes y PAD siempre que, 
posteriormente, se sometan los productos de amplijficaci6n a cmdiciones que si induzcan 
su generaci6n. 

6. - M6todo, segfin la reivindicaci6n 1» etapa (c), donde: Mantener los 
15 homoduplexes y los PAD generados incluye las condiciones no desnatuializantes o 

nativas. Donde: Someter los productos de amplificacidn a condiciones que favorezcan, en 
su caso, la generaci6n de nuevos PAD, incluye (a) desnaturalizar los productos de 
amplificaci6n mediante el uso de cualquier piocedimiento fisico> qufmico o biol6gico, tal 
como desnaturalizaci6n temiica, desnaturalizacidn electroqulmica mediante la aplicacidn 

20 de voltaje^ el uso de agentes desnaturalizantes (je.g. foimamida, urea, EDTA) y enzimas y 
(b) renaturalirarlos con posterioridad. Tambi6n se incluyen otras condiciones 
experimentales que favorezcan la fonnaci6n de productos adicionales, tales como 
cambios en la temperatura, cambios en la concentraci6n de sales, cambios cn el pH y 
cambios en la concentraci6n de iones divalentes. Donde: Detectar los homodiiplexes y los 

25 PAD^ es a trav£s de la utilizacidn de cualquier procedimiento t^cnico tal como la 
electroforesis no desnaturalizante, la espectrometria de masas, la cromatografia, la 
hibridacidn diferencial, la secuenciaci6n por hibridaci6n, ete. 

7. - M^todo, segiln las reivindicacidn 1, etapa (d), donde: Realizar el genotipado a 
partir del an&lisis conjunto de los homodiiplexes y los PAD significa cualquier 

30 procedimiento manual o cualquier procedimiento mec&nico que pemiita detenninar el 
genotipo de la muestra en base al estudio de los homoduplexes y los PAD presentes o 
ausentes. En cualquier procedimiento mecfoico se incluye el uso de cualquier tipo de 
soporte o programa informitico. 
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8. - Metodo, segun la3 reivindicaciones I etapa (b.l) y 5, donde: Hotnodtiplex del 
alelo amplificado (abrevladamente homoduplex) es un 6cido nucleico constituido por dos 
cadenas totalmente complementarias comespondientes al mismo alelo amplificado. 
Homod&plexes de los alelos amplificados (abrevladamente homoduplexes), son los 

S productos de amplificacion que^ cuando se resuelven por electrofoiesis no 
desnaturalizante, generan las ^liomoduplex bands" 

9. * M£todo, segAn las reivindicaciones 1 etapa (b.2) y 5, donde: Productos 
Adicionales inchiycn todos aquellos productos de anq)lificaci6n que son difeientes a los 
homoduplexes generados a partir de los alelos de la muestra. Especificaniente, son 

1 0 Productos Adicionales: 

(a) cualqiiier dddo nucleico de cadena sencilla con una secuencia distinta a las 
secuencias de las cadenas de los alelos amplificados a partir de la muestra 

(b) cualquier dcido nucleico de doble cadena con una secuencia distinta a las 
secuencias de los homodi^lexcs generados a partir de los alelos de la muestra 

IS (c) cualquier &cido nucleico de doble cadena constituido por cadenas no totalmente 

complementarias 

(d) cualquier producto de amplificaci6n que resulte de la interacci6n entre al mmos 
una cadena sencilla generada durante la amplificacidn y al menos un 
componente de la mezcla de reaccidn utilizada para la ampUficaci6n 
20 (e) cualquier producto de amplificaci6n que resulte de la interaccidn entre al menos 

una cadena sencilla generada durante la amplificacion y al menos un 
componente del sistema utilizado para la detecci6n de los pioductos de 
amplif!caci6n 

(f) cualquier producto de amplificacidn resultado de la hibndacidn de ties o mds 
25 cadenas generadas durante la amplificacidn 

(g) cualquier cambio confomiacional de cualquiera de los homodtiplexes 

(h) cualquier cambio conformacional de cualquiera de los productos adicionales 

(i) cualquier producto de amplificacidn que resulte de la interacci6n mtre al menos 
un homodtl^lex y al menos un Praducto Adicional 

30 (j) cualquier producto de amplificacidn que resulte de la interaccidn entre al menos 

dos homodiiplexes 

(k) cualquier producto de amplificacidn que resulte de la interaocidn entre al menos 
dos Productos Adicionales. 
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10.- Metodo, segun la reivindicacioD 1 y 9, donde: En Productos Adicionales est^ 
incluLdos los productos de amplificaci6n de los loci microsatelites de naturaleza 
dinucleotldica que» cuando se separan por medio de electroforesis no desnaturaiizante^ 
generan las bandas menores del patron de bandas. Por patr6n de bandas se entendera el 
5 conjunto de bandas que se origina cuando se separan los productos de amplificacion por 
medio de electroforesis no desnaturalizante. Bandas menores son las bandas distintas a las 
'%omodupiex bands", entre las que est^ inchiidas las *'stutter bands", las ^'diagnostic 
shadow bands'*, las **faint bands** y las "heteroduplex bands**. 

IL- Mitodo, segdn las reivindicaciones 1, 6 y 7, donde: Productos Adicionales 
10 con valor Di^n^stico (PAD) incluyen los Productos Adicionales caracteristicos o 
especfiicos (a) de los homocigotos (abreviadamente PAD-HONQ, (b) de los heterocigotos 
(abrcviadamcnte PAD-HET), y (c) de cada alelo (abreviadamente PAD-AL). 

12. - M6todo, seglin la reivindicaci6n 11, donde: Homoci^to significa un genotipo 
con alelos iguales; Heterocigoto significa un genotipo con alelos diferentes. Donde: PAD* 

IS HOM, PAD-HET y PAD-AL incluyen los productos de amplificaci6n de los loci 
microsateHtes de naturaleza dinucleotidica que, cuando se someten a electroforesis no 
desnaturalizante, generan las ^aint bands**, las ^'heteroduplex bands", y las ''stutter 
bands** y las "diagnostic shadow bands**, respectivamente. 

13. M6todo, segdn la reivindicaciones 10 y 12, donde: "stutter bands** son las 
20 bandas que resultan de someter los productos de an)plificaci6n gtterados a partir de una 

muestra a electroforesis no desnaturalizante y, 

(a) se asocian con cada una de las liomoduplex bands'* 

(b) migran mas que sus correspondientes '%omoduplex bands** 

(c) su intensidad disminuye gradualmente a medida que se inciementa la distancia 
25 "stutter band'* - *'homoduplex band** 

14. Mdodo, segun la reivindicaciones 10 y 12, donde: "diagnostic shadow bands'* 
son las bandas que resultan de someter los productos de amplificacion generados a partir 
de una muestra a electroforesis no desnaturalizante y, 

(a) se asocian con cada una de las "^homoduplm bands" 
30 (b) migran menos que sus correspondientes "homoduplex bands*' 

(c) migran m&s que las "feint bands** o las "heteroduplex bands" generadas a pardr 
de los productos de amplificaci6n de esa muestra 
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15. M6todo, segun la reivindicaciones 10 y 12» donde: 'Taint bands" son las 
bandas que resultan de someter los prodxictos de amplificaci6n generados a paitir de una 
muestra a electroforesis no desnaturalizante y, 

(a) tnigran menos que las coirespondientes ''homoduplex bands" y que las 
5 ^diagnostic shadow bands" 

(b) generalmente se detectan si existe una tinica ^liomoduplex band" 

16. Mitodo, segihi la reivindicaciones 10 y 12, donde: **heteroduplm bands*', son 
las bandas que resultan de someter los productos de an^lificacidn generados a partir de 
una muestra a electroforesis no desnaturalizante y que: 

10 (a) migran menos que las conespondientes '*homoduplex bands** y que las 

^diagnostic shadow bands" 
(b) generalmente se detectan si existe mis de una ''homoduplex band" 

17. - M6todo y sistema electrofor6tico» segun todas las reivindicaciones anteriores, 
para detectar erxores en el genotipado de loci microsat£lites de naturaleza dinucleotfdica 

1 5 caractoizado pon 

(a) mantener los homodOplexes y los PAD y tener capacidad para generar nuevos 
PAD; 

(b) permitir resolver bandas que se diferencian entre si en un par de bases, en un . 
rango de tamafios comprendido, al menos, entre 70 y 220 pares de bases; y 

20 (c) permitir estunar con alta precision el tamano coirespondiente a las bandas 

presentes en los patrones de bandas, en un rango de tamafios compxendido» al 
menos, entre 70 y 220 pares de bases 

18. - M6todo y sistema electrofor^tico, segibi la reivindicaci6n 17, caracterizado 
porque incluye un sistema electrofor^tico horizontal en geles ultrafinos de poliacrilamida 

25 que oontienen glicerol y una concentracidn del ^'crosslinker" piperacina di-acrilamida 
superior al S%» utilizando condiciones no desnaturalizantes, un sistema de tampones 
discontinuo borato/fbrmato con una alta fiieiza i6nica y una temperatura durante la 
electroforesis inferior a SQ^C 

19. - Uso del m6todo» segAn las reivindicaciones anteriores, para detectar y/o 
30 prevenir enores de genotipado a partir de los productos de amplificacidn de mas de un 

locus y/o en el genotipado a gran escala CTiigh throughput genotyping**), lo que incluye el 
uso de cualquier sistema parcial o totalmente automadmdo. 

20. - Uso del m^odo, segdn las reivindicaciones anteriores, en aplicaciones tales 
como la diagnosis de enfermedades, la gen^tica pretmplantacional, los tests de patemidad, 
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los andlisis forenses, la teiapia gtoica, el transplante de tejidos y 6rganos, la 
fannacogen^tica, la genitica de poblaciones, el mapado gendmico y la gen^tica 
q)idemiol6gLca. 
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C. DOCUMENTOS CONBIDERAPOS RBLBVAlsnES 



Categorla* 



DoccmiicDtos dtados, con izidicacidii, si piocede, de las partes relevantes 



RelevaiLte ^ara las 
leL'nzuiicacaanes if 



HIGASHIMOTO, TOMOYASUET AL. " Rapid detection of FGFR 
mutations in gyndiomic craniosynostosis by temporal tempexatire gradient 
gd dectiophoresia" Clinical OuanistiT 0999), 45(11), 2005-2006 



NARITA T £T AL. "Heteroduplex analysis: a naeM aoreening mfithod for 
storage disease ^ypem."* Diagnostic molecular patfaology, {199S 
:)?(2) 111-3. 



MARTINELLI, GIOVANM ET AL. "Decectian of cLonalily by 
l)jeterodiu)lGX analysis of amplified jimctioQa region of T<:dii receptor 
<SYM103> in paticuts with T-cdl acute lynmlioblastic leokemias" 
Haciaatologica(1997), 82(2), 16M65 



la contiiuiaGLdii del reon&dro C sezelaeiaafia ottos doounuentoa docitmentoe de Emilia de 

flnexo 



petenlefl se indioan ea el 



* Ctiftegoitfls mgtsisin d* doeumwitofi citados: 

"A" documfinto que define el ertado gcnwal da latfcntea no oomklafBdo 
oomo paftsculannontA nlevuitet. 

**B*' soUcltud de palentB a pstecde onleriDr pero nublicada «n la f«Gfaa de 
prefianlacL6n intemadonal o an VtdbA poBterlor. 

"L" dooonunlo que puede pitsxAau dudas sobre una reivindinanfftn do 
prlofitlad o queas dlapara detenninar la f«cha de publloact6i de otra 
eita o por una jtoAa espodol (como 1a indieada). 

**0'' docnmoato que as refiere a una divutsacidn oral, aiioavtni£afii6cv a 
una exposloTdn e a oualquier otro medio. 

do(«nientopttljlkadoant«adfiUfedBkd«jM 

pero con pealoriondBd a la ftoiba de piiiondad f6ivindic&da< 



dooumsDto uhfirior publicado con postArioridad a In fecha. de nreieiitAcidn 
ia(fiflaa«iQiiaI o de pneridad que no peitaaeee al es(ado dela tecaioa pertmente 
pcro que se olta per pecnutir la oomprenn&i del priodpio o ieorla que 
oonstimya la baae da la mveoeUn, 

'TT' douuxnmto parfigulannante relevanto; la laveacida roivlndicada no puede 
consLderBTse nueva o que impllc[u« \ina actividad inveotiva par It AiTOQia a] 
docaxneoto aialadosmtna oonsiderado. 

*'Y** documentn partkulaimtnte relflvante: la luvciiicida ralvjodicada no puede 
cDniideraise que unpliqna nna aotcvload lavantcva caando al dooumento se 
aaoeia a oteo u otras dcounlentoa de la mlama nataralaee, ouya Dorablnaci^n 
naulta evidente para un eKpeito en la materia, 

dooiznento qua fonna parte de la misma fiunilia de pateotea 



Fecha ea que ac h& condttzdo efectivaiiimte la btlsqueda 
intemacionfij. 25.11.2002 



idon dd infiume de btlisqiieda iqtcniacional 

2003 



Nombre y ddi^ccion postal deUAdministiaci6neacargada 
de ia bAsqoeda inteznacional O.E.PJvl 

C/Pauama 1, 28071 Madrid, Hspaila. 
a*'defex+34 9l 3495304 



FoninnnaxLO antorizado 

Marta Hem^ez Cii6Uar 

xi»detel6fonD+ 34 91 3495545 



Fonnulario PCT/lSA/210 (scgunda hoja) (juiio 1998) 



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 



Solidti smacional n? 
PCT/ES02/00308 



C (Cotiti]xaaci6n). 



DOCUMENTOS CXDNSTOBRADOS RBLEVANTES 



Categoiia ' 



DocumeatoB citados, coa iju]ijc8ci6ii, si procede. de las paites rdevantea 



Rfilovanle para las 
nivindiounonBi n*" 



A 
A 
A 
A 
A 



SAVAGE, DAVID AWT AL. Detection of <SYM?8>-tbaLi«seinia mutations 
using DNA heterodimlex gonesAtor mdecoles" Bdtish Joumal of Haematologv 
(19S), 90(3), 564-71 

W09935284 Al (UKIVKRSJDADE FEDERAL DB MINAS GHRAIS) 
15,07.1999 ^ 

US5876933 A ffERLIN) 02.03.1999 

XJS5874212 A (PROCKOP BT AL,) 23,^.1999 

WO950 1453 Al OHE BOARD OF TRUSTEES OF THE LBLAND 
STAl^RD JU^^0RljW^VER5^I^ 12.0L1995 

WO9013668 Al (LIFECODES CORPORATIOW) 15.11.1990 



FomiulfiriD PCT/ISA/210 (coiLtxnuAci6n de la segundaliDja) (julio 199S) 



INFORME DE BtlSQUBDA INTERNACIONAL 



Solidtud kitemaciooal 
PCT/BS02/00308 



Rficuadro I Obseryacioiiej citando se estime que algimas rdTi&dicaclcmes no pnedeni ser objeto de bt^auedn rCaatin.iuid6n 
dfll pttnto 1 de In prhncra hoja) ^ ^ 



De cao&naidad cs<m el firticuLo 1 7.2.a), elguuaa mvindicacioiuss JU> haa podido scr objeto de btiaqueda por ios siguiented molivos: 
Laa reiviudicacionfiB n": 

se xefierea a un objeto con respecto al cual esta Admiiuatnicioin do es/tk obligada a pioceder a la btisqueda, a saber 



2. ^ Las reivindicacionea n*": 

se re&ecea a elemeotos de la solioitud ixvtemadonal que no oumpXea con ios lequiaitos eatableoidos, de tal modo que no pueda 
efeotuarae una bCisqueda pro^ediosa, concietamente: 1 -20 



Laa leiviadicaciancs n*^': 

sott reivindicaciones dqiendicntes y uo estan redactadas de confonoidad con. loe pdnafos segundo y tercero de la xegla 6.4. a). 



Recuadro H Obiciraciones cunndo fnlta utddad de tovenddn (ContimiaclOii del punto 2 de la pilmera hoJa) 



La Administracidrn encsu:gada de 1& B^queda iQtemacLonal ba detectado vaiiBS invendones en la preseate soHcltud intemacLGaial a 
saber: • 



3.n 



Dado qne todos las tasaa adioionalea baa aido satia&chas por cl soEcitante deatro del placeo, el pieseote infonne de bdsqueda 
intemaoioiULL compreode todas las reivindicadonas que pueden ser objeto de buaqueda. 

Dado que todas las reivliidicaciones que pueden ser objeto de b^queda puadea serio siii ua esf\ieizo particukr que jvatifiqiie 
una tflsa a<^idonal, esta Admmifltcacioniio ha iavitado al pago de oingmm taaa de esta tiatuialeza^ 

pado que tan a61o una parte de las taaas adicionales aolicitadas iia sido satisfecha deatro del plazo por el aolicitonte, el presenbe 
infomie de btisquedaintemajciaiial oomprende solamaite aqueUas leiTindlcaciones respecto de las cuales ban sido sausfechas 
las lasas, conoetameote laa rrivindieacicnea 



Ninguna de laa tuaas adicionalGS solicitadas ha aido Batiafechapor el solioltante dentro de plazo. £a consecuencia, el pi^sente 
infomiB de b Asqaeda inteniacional se iimita a la iuvencidiL memaonada en. priiner tdrmino en las refvindieacioaes, cubWta por 
las reivindi/cacLonea n*": 

[ndLcaddn en cuanto a la rcserva Las tasas adidonales ban aido acompanadea de una reseiva por parte del aolicutente. 

□ £1 pago de las tasas adLCLOaiales no ha sido acompaiiado de ninguna reserva. 



FcmuuLario PCT/ISA/210 (contmnGci6n de la primera hoja (1 5) (juliD 1998) 



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 

Iixfoiinaci6n reladva a mkonbros de ^milW-de patetites 



Solioitad intemacional n'^ 

PCT/ES02/OO308 



Documento de patente citado 
ea el mfonuB ae bnHisqujeda 



Fecha de 
piibUcaci6n 



Miembro(s) de la 
fanoilia de patentes 



Fecha dc 
publLcaci6a 



W09935284 
WO9501453 

WO9013668 
US5S76933 
US5874212 



15-07-1999 



12-01-1995 



15-11-1990 



02-03-1999 



23-02-1999 



BP1044282 



18-10-2000 



AU5645690 



OS5541067 



29-11^1990 



30-07-1996 



Fornaulario PCT/ISA/JIO (anffxc-fiaiTulias de patentes) (julio 1998) 



INFOSME DJTBtlSQUEDA INTERNACIONAL 



'Si 



licitad mtemaciona] n° 
PCT/ £802/00308 



Las reivuidicacimes 1-20 no camplcn los requisites de claiidad y concisidn recogidos en el Articulo 6 PCT y por 
tauto resulta iinposible realizar un infonne de bus queda intenmcional paia el juego de reivindicadones tal v como 
fue preseotado en la solicitud tateiuacional ^ ^ o y 

IndepemiiraitQjicnLte de la ialte de claridad y ooncisida de las leivindicaoioues, se ha efbctuado una bu^queda 
orieutada haoia el concepto inventivo gencEral que se desprende de la la mfbrmacion tecniea propordonada en la 
sphcrtaid Este cOTceiJfto invaitm) sc ha definido como: "Mdtodo de genotipado de un locus poKmirfico, basado en 
el anaJjsis conjnnto de las bandas coiiespondiaites a los productos d© amplificaci6n hmnoduplex y de las bandas 
SSl?/^S?S^^P^ shadowy stutter) corresponidntes alosproductos deainplificaci&nPAD-HET PAD- 
HOM Y PAD-AL. & metodo consiste en una primera etapa de amplificacidn por PCR en condiciones tennicas 
(paginas fev^ la apancx6n de estos productos y una etapa posterior de deteccion de las bandas 

realizada mediantc PAGE no desnatuiahzantc y b^o imas condidcmes, descritas en k raviudicacifin 18 que 
mantcngan los pipdi^s de amphficaciaagpiierados y que a su^ fkvorczcaala aparidon de otros productos i^es 
para ei genotipado. El ni^todo pexmite detectar y/o prwenir erroiea de genotipado deWdos fundamfintahnente la 
errores de procesado durante la et^a d© onqilificadon por PCR." 



PonTuilario PCT/ESA/llO (ho)a adiciDiuLl) Gulio 1998) 



